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DESCRIPCION

La presente invencién se refiere a un anticuerpo aislado o la porcion de unién al antigeno del
mismo que se une a un epitope situado dentro de los aminoacidos 16-198 de la secuencia EphB4 de la
Figura 1, que inhibe la interaccion entre EphB4 y EfrinaB2, y que promueve la apoptosis en una célula
tumoral.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

EphB4, algunas veces mencionada como el receptor de efrina B4 o quinasa de transmembrana
de hepatoma (HTK), pertenece a una familia de receptores de transmembrana de proteina tirosina
quinasa. EphB4 tiene un dominio extracelular compuesto del dominio de unién al ligando (también
denominado como dominio globular), un dominio rico en cisteina, y un par de repeticiones de fibronectina
tipo I (por ejemplo, ver Figura 5). El dominio citoplasmico consiste en una regién de yuxtamembrana que
contiene dos residuos de tirosina conservados; un dominio de proteina tirosina quinasa; un motivo a
estéril (SAM) y un motivo de union al dominio PDZ. EphB4 interactta con el ligando de unién a membrana
Efrina B2 (Sakano, S. et al Oncogene. 1996 Aug 15; 13(4):813-22; Brambilla R. et al EMBO J. 1995 Jul
3;14(13):3116-26). EphB4, como otros miembros de la familia Eph, esta activada por la unién de ligandos
de efrina unidos a membrana agrupados (Davis S el al, Science. 1994 Nov 4;266(5186):816-9), lo que
indica que el contacto entre las células que expresan el receptor y las células que expresan el ligando es
necesario para la activacién del receptor de Eph. Tras la unién con el ligando, un receptor de EphB4 se
dimeriza y autofosforila los residuos de tirosina de yuxtamembrana para lograr la activacion completa.

Se ha considerado generalmente que cuando una célula que expresa EphB4 encuentra una
célula que expresa EfrinaB2, la interaccion de EphB4-EfrinaB2 y la agregacion desencadena la
sefalizacion en ambas células.

La sefializacion de EphB4-EfrinaB2 se ha implicado en la angiogénesis (Wang et al. Cell. 1998
May 29; 93(5):741-53; Gerety et al. Mol Cell. 1999 Sep;4(3): 403-14). La angiogénesis, el desarrollo de
nuevos vasos sanguineos del endotelio de una vasculatura preexistente, es un proceso critico en el
crecimiento, progresion y metastasis de tumores solidos dentro del huésped. Durante la angiogénesis
fisiolégicamente normal, las interacciones autocrinas, paracrinas, y anficrinas del endotelio vascular con
sus componentes estromaticos circundantes son estrictamente reguladas tanto en forma espacial como
temporal. En forma adicional, los niveles y actividades de las citoquinas proangiogénicas y angiostaticas y
los factores de crecimiento se mantienen en equilibrio. En contraste, la angiogénesis patoldgica necesaria
para el crecimiento del tumor activo es sostenida y persistente, lo que representa una desregulacion del
sistema angiogénico normal. Los tipos de tumor sélido y hematopoyético son particularmente asociados
con un alto nivel de angiogénesis anormal.

En la técnica previa, WO 95/27061 desvelan anticuerpos que se unen a la porcion extracelular de HpTK5S
(EphB4). WO 2004/080425 y WO 2004/024773 son parte de la técnica previa de acuerdo con el articulo
54(3)EPC y desvelan la produccion de los anticuerpos de unién a EphB4.

Se piensa generalmente que el desarrollo de un tumor consiste en etapas sucesivas e
interrelacionadas que llevan a la generacion de un clon auténomo con potencial crecimiento agresivo.
Estas etapas incluyen el crecimiento sostenido y la auto-renovacion no limitada. Las poblaciones celulares
en un tumor se caracterizan generalmente por autosuficiencia de la sefial de crecimiento, disminucion de
la sensibilidad para las sefiales supresoras del crecimiento y resistencia a la apoptosis. Los eventos
genéticos o citogenéticos que inician el crecimiento aberrante sostienen las células en un estado "listo"
prolongado al evitar la apoptosis.

Es un objetivo de la presente divulgacion proporcionar agentes y tratamientos terapéuticos para
inhibir la angiogénesis y el crecimiento tumoral.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a anticuerpos y las porciones de unién al antigeno de los
mismos que se unen a y afectan a EphB4 de maneras particulares. Como se demuestra en a presente,
EphB4 y EfrinaB2 participan en varios estados de enfermedad, que incluyen canceres y enfermedades
relacionadas con la angiogénesis no deseada o excesiva. Por consiguiente, los anticuerpos y las
porciones de unién al antigeno de los mismos desvelados en la presente se pueden usar para tratar tales
enfermedades. Ademas, se ha hallado que EphB4 y/o EfrinaB2 se expresan, a menudo en niveles altos,
en una variedad de tumores. En consecuencia, los anticuerpos y las porciones de unién al antigeno de los
mismos que regulan por disminucion la funcién de EphB4 o EfrinaB2 pueden afectar los tumores por un
efecto directo sobre las células tumorales asi como un efecto indirecto sobre los procesos angiogénicos
reclutados por el tumor. Se puede proporcionar la identidad de los tipos tumorales particularmente
adecuados para el tratamiento con un agente que regula por disminucion la funcion de EphB4 o EfrinaB2.

En un primer aspecto, la presente invencidn proporciona un anticuerpo aislado o la porcién de
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unién al antigeno del mismo que se une a un epitope situado dentro de los aminoacidos 16-198 de la
secuencia de EphB4 de la Figura 1, que inhibe la interaccion entre EphB4 y Efrina B2, y que promueve la
apoptosis en una célula tumoral.

Por ejemplo, el epitope se puede situar dentro del dominio globular (GD) de EphB4 que se une a
EfrinaB2. El anticuerpo aislado o la porcién de unién al antigeno del mismo pueden inhibir la unién de
EphB4 a la porcion extracelular de EfrinaB2.

El anticuerpo aislado o la porcién de unién al antigeno del mismo pueden inhibir la dimerizacién o
multimerizacién de EphB4 y opcionalmente puede inhibir la autofosforilacion de EphB4 estimulada por
EfrinaB2. El anticuerpo aislado o la porcién de unién al antigeno del mismo puede inhibir la formacion de
tubos por las células endoteliales cultivadas, la vascularizacién de un tejido in vivo, la vascularizacion del
tejido implantado en la cérnea de un animal, la vascularizacion de un tapén de tejido de Matrigel
implantado en un animal, y/o el crecimiento de un xenoinjerto de tumor humano en un raton. Los
anticuerpos preferidos que se unen a un epitope situado dentro de los aminoacidos 16-198 de la
secuencia de EphB4 de la Figura 1 incluyen los anticuerpos indicados en la presente como Num. 001,
Num. 023, Num. 035, y Num. 079.

La divulgacion proporciona versiones humanizadas de cualquiera de los anticuerpos desvelados
en la presente, asi como los anticuerpos y las porciones de union al antigeno de los mismos que
comprenden al menos una porcién de CDR derivada de un anticuerpo desvelado en la presente, en
particular la CDR3. En las realizaciones preferidas, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que es
inmunocompatible con el individuo al que se va a administrar, y preferentemente es clinicamente
aceptable para la administraciéon a un ser humano.

En ciertos aspectos, la presente invencién proporciona un hibridoma que produce un anticuerpo
desvelado en la presente, y en particular un hibridoma que produces un anticuerpo indicado en la
presente como Num. 023.

Los hibridomas que producen el anticuerpo Num. 023 (epitope dentro de los aminoacidos 16(]
198), anticuerpo Num. 091 (anticuerpo de activacidon de quinasa; epitope dentro de los aminoacidos 32401
429), anticuerpo Num. 098 (epitope dentro de los aminoacidos 430-537), anticuerpo Num. 131 (epitope
dentro de los aminoacidos 324-429), y anticuerpo Num. 138 (epitope dentro de los aminoacidos 430-537)
se depositaron en el American Type Culture Collection (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas,
VA 20110-2209. La designacion del depésito de ATCC Numeros para el anticuerpo Num. 023, Nam. 091,
Num. 098, Num. 131, y Num. 138 son PTA- 6208, PTA-6209, PTA-6210, PTA-6214, y PTA-6211,
respectivamente.

En consecuencia, ciertos aspectos especificos de la invencién proporcionan una célula del
hibridoma que tiene designacion del depdsito de ATCC Num. PTA-6208.

De modo sorprendente, los anticuerpos que inhiben la unién al ligando, los anticuerpos que
inhiben la activacion de la EphB4 quinasa y los anticuerpos que activan la actividad de quinasa de EphB4
inhiben los eventos mediados por EphB4 en los bioensayos. Por consiguiente, la presente invencion
proporciona el anticuerpo aislado o la porcién de unién al antigeno del mismo de la invencion para usar en
medicamentos. El anticuerpo o porcién de unién al antigeno del mismo se puede usar para tratar cancer
en un paciente.

Opcionalmente el paciente ha sido diagnosticado con un cancer seleccionado del grupo que
consiste en carcinoma de colon, tumor de mamas, mesotelioma, tumor de préstata, carcinoma de células
escamosas, sarcoma de Kaposi, y leucemia. El anticuerpo aislado o la porcidon de unién al antigeno del
mismo se pueden administrar en forma sistémica o local. De modo alternativo, el anticuerpo o porcion de
union al antigeno del mismo se pueden usar para inhibir la angiogénesis en un paciente. Opcionalmente,
el paciente esta diagnosticado con degeneracion macular. La invencién también proporciona el uso de un
anticuerpo o porcion de union al antigeno del mismo de la invencidén para la fabricacion de un
medicamento para tratar cancer en un paciente o tratar la angiogénesis en un paciente.

En ciertos aspectos, la presente invencién proporciona una preparacion farmacéutica que
comprende un anticuerpo aislado o porcion de union al antigeno del mismo de la invencién, asi como el
uso de tales anticuerpos o las porciones de union al antigeno de los mismos para obtener una
preparacion farmacéutica para tratar cancer. Opcionalmente, el cancer se selecciona del grupo que
consiste en carcinoma de colon, tumor de mamas, mesotelioma, tumor de préstata, carcinoma de células
escamosas, sarcoma de Kaposi, y leucemia.

En ciertos aspectos, los anticuerpos desvelados en la presente se pueden unir covalentemente
(o asociarse en forma estable de otro modo con) un resto funcional adicional, tal como una marca o un
resto que confiere propiedades farmacocinéticas deseables. Los ejemplos incluyen los que son
adecuados para la deteccidbn por un procedimiento seleccionado del grupo que consiste en
procedimientos de deteccion por fluorescencia, procedimientos de deteccion por tomografia de emision de
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positrones y procedimientos de deteccion por resonancia magnética nuclear. Las marcas, por ejemplo, se
pueden seleccionar del grupo que consiste en una marca fluorescente, una marca radiactiva y una marca
que tiene una caracteristica de resonancia magnética nuclear distintiva. Los restos tales como un resto de
polietilenglicol (PEG) se pueden fijar a un anticuerpo o una porcién de union al antigeno del mismo para
aumentar la vida media sérica.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra una secuencia de aminoacidos del precursor de la proteina EphB4 humana
(SEQ ID NO: 1).

La Figura 2 muestra una secuencia de nucleétidos de ADNc de la proteina de EphB4 humana.

La Figura 3 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina B4ECv3 (se muestra la
secuencia predicha del precursor que incluye el péptido lider EphB4 no escindido).

La Figura 4 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de B4ECV3NT (se muestra la
secuencia predicha del precursor que incluye el péptido lider EphB4 no escindido).

La Figura 5 muestra los anticuerpos monoclonales generados contra EphB4 y el mapeo de
epitope de estos anticuerpos. Se muestra la topologia del dominio extracelular de EphB4, que incluye un
dominio globular (G), un dominio rico en cisteina (C), y dos dominios tipo Il de fibronectina (F1y F2).

La Figura 6 muestra los efectos de los anticuerpos policlonales de EfrinaB2 y los anticuerpos
policlonales de EphB4 sobre el crecimiento de las células tumorales. A) linea celular H28; B) linea celular
H2373; y C) linea celular H2052.

La Figura 7 muestra los resultados de las pruebas de afinidad de los Anticuerpos monoclonales
EphB4. Se muestra el orden de afinidad (de la mas débil a la mas fuerte).

La Figura 8 muestra en ensayo de microbolsa corneal de ratén con un ejemplo de anticuerpo
EphB4 (Num. 138) en presencia o ausencia de bFGF.

La Figura 9 muestra que los anticuerpos EphB4 inhiben el crecimiento de los tumores por
xenoinjerto de SCC15.

La Figura 10 muestra que los anticuerpos EphB4 causan apoptosis, necrosis y disminucién de la
angiogénesis en SCC15, tipo de tumor de carcinoma de cabeza y cuello.

La Figura 11 muestra que la administracion sistémica de los anticuerpos EphB4 lleva a la
regresion tumoral.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
I. Anticuerpos EphB4 y otros polipéptidos de unién

Las porciones definidas de la molécula EphB4 pueden ser localizadas selectivamente por los
anticuerpos y las porciones de unién al antigeno de los anticuerpos.

Los agentes de unién al polipéptido de EphB4 descritos en la presente se pueden usar para
tratar una variedad de trastornos, en particular canceres y trastornos relacionados con la angiogénesis no
deseada. La divulgacion proporciona anticuerpos y las porciones de union al antigeno de los mismos que
inhiben una o mas funciones mediadas por EphB4, tales como unién de EfrinaB2 o actividad quinasa de
EphB4. Tales agentes de union se pueden usar para inhibir la funcion de EphB4 in vitro e in vivo, y
preferentemente para tratar cancer o trastornos asociados con angiogénesis no deseada. La divulgacion
también proporciona anticuerpos y las porciones de unién al antigeno de los mismos que activan la
actividad quinasa de EphB4 (normalmente medida por la evaluacién del estado de fosforilacion de
EphB4). De modo sorprendente, tales anticuerpos también inhiben las funciones de EphB4 en ensayos
basados en células e in vivo. Por consiguiente, tales agentes de unidon se pueden usar para inhibir la
funcion de EphB4 in vitro e in vivo, y preferentemente para tratar cancer o trastornos asociados con la
angiogénesis no deseada. Sin estar limitado a ningin mecanismo particular, se espera que estos
anticuerpos estimulen no solo la actividad quinasa de EphB4, sino también la eliminacién de EphB4 de la
membrana, de este modo disminuyen los niveles de EphB4 totales.

EphB4 pertenece a una familia de receptores de transmembrana de proteina tirosina quinasa. La
porcion extracelular de EphB4 estda compuesta del dominio de unién al ligando (también denominado
como dominio globular), un dominio rico en cisteina, y un par de repeticiones de fibronectina tipo Il (por
ejemplo, ver Figura 1). El dominio citoplasmico consiste en una regién de yuxtamembrana que contiene
dos residuos de tirosina conservados; un dominio de proteina tirosina quinasa; un motivo a estéril (SAM) y
un motivo de unién al dominio PDZ. EphB4 interactia con el ligando de unidon a membrana Efrina B2
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(Sakano, S. et al 1996; Brambilla R. et a 1995). EphB4 esta activada por la unién de ligandos de efrina
unidos a membrana agrupados (Davis S el al, Science. 1994 Nov 4;266(5186):816-9), lo que indica que el
contacto entre las células que expresan el receptor y las células que expresan el ligando es necesario
para la activacion del receptor de Eph. Tras la unién con el ligando, un receptor de EphB4 se dimeriza y
autofosforila los residuos de tirosina de yuxtamembrana para lograr la activacion completa.

Como se usa en la presente, el término "EphB4" se refiere a un polipéptido de EphB4 de un
mamifero que incluye los seres humanos. En una realizacién, los anticuerpos (inmunoglobulinas) se
dirigen contra un EphB4 de mamifero aislado y/o recombinante o porcién de esta (por ejemplo, péptido) o
contra una célula huésped que expresa EphB4 de mamifero recombinante. En ciertos aspectos, los
anticuerpos de la invencion se unen especificamente a un dominio extracelular de una proteina de EphB4
(denominada en la presente como un polipéptido soluble de EphB4). Por ejemplo, un polipéptido soluble
de EphB4 comprende un dominio globular y es capaz de unirse a Efrina B2. Un ejemplo de los
polipéptidos solubles de EphB4 se proporciona en la Figura 2. Como se usa en la presente, los
polipéptidos solubles de EphB4 incluyen fragmentos, variantes funcionales y formas modificadas del
polipéptido soluble de EphB4.

Una "inmunoglobulina" es una molécula tetramérica. En una inmunoglobulina natural, cada
tetramero se compone de dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, cada par que tiene una cadena
"liviana” (aproximadamente 25 kDa) y una cadena "pesada" (aproximadamente 50-70 kDa). La porcion
amino-terminal de cada cadena incluye una regién variable de aproximadamente 100 a 110 o mas
aminoacidos principalmente responsables del reconocimiento del antigeno. La porcion carboxi-terminal de
cada cadena define una regidn constante principalmente responsable de la funcién efectora. Las cadenas
livianas humanas se clasifican en cadenas livianas kappa y lambda. Las cadenas pesadas se clasifican
como mu, delta, gamma, alfa o épsilon y definen el isotipo del anticuerpo como IgM, IgD, IgG, IgA e IgE,
respectivamente. Dentro de las cadenas livianas y pesadas, las regiones variables y constantes estan
unidas por una regién "J" de aproximadamente 12 o mas aminoécidos, la cadena pesada también incluye
una region "D" de aproximadamente 10 aminoacidos mas. Ver, en general, Fundamental Immunology Ch.
7 (Paul, W, ed., 2nd ed. Raven Press, N.Y. (1989)).

Las regiones variables de cada par de cadena liviana/pesada forman el sitio de union del
anticuerpo de modo que una inmunoglobulina intacta tiene dos sitios de unidn. Las inmunoglobulinas se
pueden organizar en estructuras de orden superior. IgA es generalmente un dimero de dos tetrameros.
IgM es generalmente un pentamero de cinco tetrameros.

Las cadenas de la inmunoglobulina exhiben la misma estructura global, que comprende regiones
estructurales relativamente conservadas (FR) unidas por tres regiones hipervariables, también llamadas
regiones determinantes de complementariedad o CDR. Las CDR de las dos cadenas de cada par se
alinean por las regiones estructurales, lo que permiten la unién a un epitope especifico. Desde N-terminal
a C-terminal, las cadenas livianas y pesadas comprenden los dominios, FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3 y FR4. La asignacion de aminoacidos a cada dominio esta de acuerdo con las definiciones de
Kabat et al. en Sequences of Proteins of Immunological Interest, (National Institutes of Health, Bethesda,
Md. (1987 y 1991)), o Chothia & Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987); Chothia et al. Nature 342:878-883
(1989).

Un "anticuerpo” se refiere a una inmunoglobulina intacta o a una porcién de unién al antigeno de
esta que compite con el anticuerpo intacto por la unién especifica. Las porciones de union al antigeno se
pueden producir por técnicas de ADN recombinante o por escisién enzimatica o quimica de los
anticuerpos intactos. Las porciones de unién al antigeno incluyen, entre otros, Fab, Fab', F(ab')2, Fv, dAb,
y fragmentos de regiones determinantes de complementariedad (CDR), anticuerpos de cadena simple
(scFv), anticuerpos de dominio Unico, anticuerpos quiméricos, diacuerpos, y polipéptidos que contienen al
menos una porcion de una inmunoglobulina que es suficiente para conferir unién al antigeno especifico al
polipéptido. Los términos "anticuerpo anti-EphB4" y "anticuerpo EphB4" se usan en forma indistinta en la
presente.

Un fragmento Fab es un fragmento monovalente que consiste en los dominios Vi, Vi, CLy Cu1;
un fragmento F(ab')2, es un fragmento bivalente que tiene dos fragmentos Fab unidos por un puente
disulfuro en la regioén bisagra; un fragmento Fd que consiste en los dominios V4 y Cy1; un fragmento Fv
consiste en los dominios V. y Vy de una rama sola de un anticuerpo; y un fragmento dAb (Ward et al.,
Nature 341:544-546, 1989) consiste en un dominio V.

Un anticuerpo de cadena simple (scFv) es un anticuerpo en el que una regiéon de V. y Vy se
aparean para formar moléculas monovalentes por medio de un ligador sintético que permite obtenerlos
como una cadena de proteina Unica (Bird et al., Science 242: 423-426, 1988 y Huston et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85:5879-5883, 1988). Los diacuerpos son anticuerpos bivalentes, biespecificos en los que
los dominios Vi y V| se expresan sobre una cadena polipeptidica Unica, pero por medio de un ligador que
es demasiado corto para permitir el apareamiento entre dos dominios de la misma cadena, en
consecuencia se fuerza a los dominios a aparearse con los dominios complementarios de otra cadena y
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crear dos sitios de union al antigeno (ver por ejemplo, Holliger, P., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:
6444-6448, 1993, y Poljak, R. J., et al., Structure 2:1121-1123, 1994). Una o mas CDR se pueden
incorporar en una molécula en forma covalente o no covalente.

Un anticuerpo puede tener uno o mas sitios de union. Si hay mas de un sitio de union, los sitios
de unién pueden ser idénticos entre si o pueden ser diferentes. Por ejemplo, una inmunoglobulina
humana natural normalmente tiene dos sitios de union idénticos, un anticuerpo de cadena simple o
fragmento Fab tiene un sitio de unién, mientras que un anticuerpo "biespecifico” o "bifuncional" tiene dos
sitios de union diferentes.

El término "anticuerpo humano" incluye todos los anticuerpos que tienen una o mas regiones
variables y constantes derivadas de las secuencias de inmunoglobulina humana. En una realizacion
preferida, todos los dominios variables y constantes derivan de las secuencias de inmunoglobulina
humana (un anticuerpo completamente humano). Estos anticuerpos se pueden preparar de una variedad
de maneras, como se describe a continuacion.

El término "anticuerpo quimérico" se refiere a un anticuerpo que contiene una o mas regiones de
un anticuerpo y una o mas regiones de uno o mas anticuerpos diferentes. En una realizacién preferida,
una o mas de las CDR derivan de un anticuerpo anti-EphB4 humano. En una realizacion mas preferida,
todas las CDR derivan de un anticuerpo anti-EphB4 humano. En otra realizacion preferida, las CDR de
mas de un anticuerpo anti-EphB4 humano se mezclan y parean en un anticuerpo quimérico. Por ejemplo,
un anticuerpo quimérico puede comprender una CDR1 de la cadena liviana de un primer anticuerpo anti—
EphB4 humano que se puede combinar con una CDR2 y una CDR3 de la cadena liviana de un segundo
anticuerpo anti-EphB4 humano, y las CDR de la cadena pesada de un tercer anticuerpo anti— EphB4.
Ademas, las regiones estructurales pueden derivar de los mismos anticuerpos anti-EphB4, de uno o mas
anticuerpos diferentes, tal como un anticuerpo humano, o de un anticuerpo humanizado.

Un "anticuerpo neutralizante" es un anticuerpo que inhibe la unién de EphB4 a EfrinaB2 cuando
un exceso del anticuerpo anti-EphB4 reduce la cantidad de EphB4 (soluble) unido a EfrinaB2 en al menos
aproximadamente 20% y preferentemente en al menos 40%, mas preferentemente 60%, aun mas
preferentemente 80%, o aun mas preferentemente 85%. La reduccién de unidon puede ser medida por
cualquier medio conocido por los expertos en la técnica, por ejemplo, medido en un ensayo de union
competitiva in vitro. Un ejemplo de medir la reduccion de la unién se presenta a continuacion en los
Ejemplos.

Un "anticuerpo de activacion de quinasa EphB4" es un anticuerpo que activa la actividad quinasa
de EphB4 en al menos aproximadamente 20% cuando se afiade a una célula, tejido u organismo que
expresa EphB4. El anticuerpo puede activar la actividad quinasa de EphB4 en al menos 40%, mas
preferentemente 60%, aun mas preferentemente 80%, o aun mas preferentemente 85%. Normalmente la
actividad de quinasa se mide como el estado de fosforilacion de EphB4 mismo (autofosforilacion de
tirosina).

Como se usa en la presente, los términos "marca" o "marcado" se refieren a la incorporacion de
otra molécula en el anticuerpo. En una realizacién, la marca es un marcador detectable, por ejemplo, la
incorporacion de un aminoacido radiomarcado o fijacion a un polipéptido de los restos biotinilo que se
pueden detectar por avidina marcada (por ejemplo, estreptavidina que contiene un marcador fluorescente
o actividad enzimatica que se puede detectar por procedimientos 6pticos o colorimétricos). En otra
realizacién, la marca o el marcador pueden ser terapéuticos, por ejemplo, un conjugado farmacolégico o
toxina. Se pueden usar varios procedimientos de marcacion de polipéptidos y glicoproteinas conocidos en
la técnica. Los ejemplos de marcas para los pollp PtIdOS mcluyen pero sin limitacion, los S|gwentes
radioisétopos 0 radiontclidos (por ejemplo, *H, g, Sy sorg T, ) ) T e
fluorescentes (por ejemplo, FITC, rodamina, fosforo Iantanldo), marcas enzimaticas (por ejemplo,
peroxidasa de rabano, beta-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina), marcadores
quimioluminiscentes, grupos biotinilo o epitopes polipeptidicos predeterminados reconocidos por un
informante secundario (por ejemplo, secuencias pares de cierre de leucina, sitios de unién para
anticuerpos secundarios, dominios de union de metales, etiqueta de epitope)., agente magnéticos, tales
como quelatos de gadolinio, toxinas tales como toxina de pertussis, taxol, citochalasina B, gramicidina D,
bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina,
doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxi antracindiona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 101
dehidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, y puromicina y sus
analogos u homodlogos. En algunas realizaciones, las marcas se unen por medio de brazos espaciadores
de diversas longitudes para reducir el potencial impedimento estérico.

Como se muestra en los siguientes Ejemplos, los solicitantes han generado numerosos
anticuerpos monoclonales contra EphB4 asi como lineas celulares de hibridoma que producen
anticuerpos monoclonales EphB4. Estos anticuerpos también se caracterizaron de muchas maneras, tales
como, su capacidad de inhibir la interaccién entre EphB4 y su ligando (por ejemplo, anticuerpos
neutralizantes de Efrina B2), su capacidad de inhibir la dimerizacion o multimerizacion del receptor de
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EphB4, su capacidad de inducir la fosforilacion de la tirosina de EphB4, su reactividad cruzada con otros
elementos de la familia Eph, su capacidad de inhibir la angiogénesis, y su capacidad de inhibir el
crecimiento tumoral. Ademas los estudios de mapeo de epitope revelan que estos anticuerpos EphB4 se
pueden unir especificamente a una o mas regiones de EphB4 (por ejemplo, un dominio globular, un
dominio rico en cisteina, o un dominio de fibronectina tipo Ill). Por ejemplo, un anticuerpo EphB4 se puede
unir a ambos dominios de fibronectina tipo Ill.

Los anticuerpos de la invencién se unen especificamente a un epitope situado dentro de los
aminoacidos 16-198 de un dominio extracelular (ECD) de una proteina de EphB4 (también denominada
en la presente como un polipéptido soluble de EphB4). Un polipéptido soluble de EphB4 puede
comprender una secuencia que abarca el dominio globular (G) (aminoacidos 29-197 de la SEQ ID NO: 1),
y opcionalmente dominios adicionales, tales como el dominio rico en cisteina (aminoacidos 239-321 de la
SEQ ID NO: 1), el primer dominio de fibronectina tipo 3 (aminoacidos 324-429 de la SEQ ID NO: 1) y el
segundo dominio de fibronectina tipo 3 (aminoacidos 434-526 de la SEQ ID NO: 1). Los ejemplos de
polipéptidos solubles de EphB4 se proporcionan en las Figuras 3-4. Como se usa en la presente, los
polipéptidos solubles de EphB4 incluyen fragmentos, variantes funcionales, y formas modificadas del
polipéptido soluble de EphB4.

En ciertos aspectos, la presente invencién proporciona los anticuerpos EphB4 Nos. 1, 23, 35, y
79, como se muestra en la Figura 5. Opcionalmente, las inmunoglobulinas pueden unir al EphB4 con una
afinidad de al menos aproximadamente 1x 10, 1x 107, 1x 10, 1x 10”° o menos.

Los anticuerpos desvelados en la presente seran preferentemente especificos para EphB4, con
uniéon minima para otros miembros de las familias de Eph o Efrina. En otro aspecto de la invencién, el
anticuerpo anti-EphB4 demuestra selectividad para especie y molécula. En una realizacion, el anticuerpo
anti-EphB4 se une a EphB4 humano, de cynomologous o rhesus. En una realizaciéon preferida, el
anticuerpo anti-EphB4 no se une a EphB4 de ratdn, rata, cobayo, perro o conejo. Opcionalmente, el
anticuerpo no se une a multiples EphB4 diferentes de especies diferentes, tales como ser humano y ratén.
Siguiendo las ensefianzas de la memoria descriptiva, se puede determinar la selectividad de la especie
para el anticuerpo anti-EphB4 por medio del uso métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede
determinar la selectividad de la especie por el uso de transferencia Western, FACS, ELISA o RIA. En una
realizacion preferida se puede determinar la selectividad de la especie por el uso de transferencia
Western. En otra realizacion, el anticuerpo anti-EphB4 tiene una tendencia para unirse a EphB4 que es al
menos 50 veces mayor que su tendencia a unir otros miembros de la familia EphB de la misma especie, y
preferentemente 100 o 200 veces mayor. Se puede determinar la selectividad por el uso de
procedimientos bien conocidos en la técnica siguiendo las ensefianzas de la memoria descriptiva. Por
ejemplo, se puede determinar la selectividad por el uso de transferencia Western, FACS, ELISA o RIA. En
una realizaciéon preferida, se puede determinar la selectividad molecular por el uso de transferencia
Western.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos de la presente invencion se unen al dominio globular de
la EphB4. Por ejemplo, los anticuerpos EphB4 Nos. 1, 23, 35, y 79 se une a un epitope en la regién que
abarca los aminoacidos 16-198 de las secuencias de la Figura 1, que abarca el dominio globular. Los
anticuerpos EphB4 Nos. 85L, 85H, 91, y 131 (que no son parte de la invencién) se unen a un epitope de
la regién que abarca los aminoacidos 324-429, que incluye el primer dominio de fibronectina tipo 3. Los
anticuerpos EphB4 Nos. 47, 57, 85H, 98, 121, y 138 (que no son parte de la invencién) se unen a un
epitope de la regién que abarca los aminoacidos 430-537, que incluye el segundo dominio de fibronectina
tipo 3. El anticuerpo EphB4 Num. 85H (que no es parte de la invencion) se pueden unir a al menos dos
dominios de un EphB4 (Figura 5).

El anticuerpo anti-EphB4 puede ser una molécula de IgG, una IgM, una IgE, una IgA o una IgD.
En una realizacion preferida, el anticuerpo es una IgG y es un subtipo I1gG1, 19G2, IgG3 o IgG4. En una
realizacién mas preferida, el anticuerpo anti-EphB4 es de la subclase IgG2. La clase y la subclase de los
anticuerpos EphB4 se pueden determinar por cualquier método conocido en la técnica. En general, la
clase y la subclase de un anticuerpo se pueden determinar por el uso de anticuerpos que son especificos
para una clase y subclase particular de anticuerpo. Tales anticuerpos estan disponibles en el comercio. La
clase y la subclase se pueden determinar por ELISA, transferencia Western asi como otras técnicas. En
forma alternativa, la clase y la subclase se pueden determinar por la secuenciacién del total o una porcién
de los dominios constantes de las cadenas pesada y/o liviana de los anticuerpos, para comparar sus
secuencias de aminoacidos con las secuencias de aminoacidos de varias clases y subclases de
inmunoglobulinas, y determinar la clase y subclase de los anticuerpos. Para ilustrar, las clases y
subclases de los ejemplos de anticuerpos EphB4 se muestran en la siguiente Tabla 1.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos de cadena simple, anticuerpos quiméricos,
humanizados o primatizados (con CDR injertada), asi como los anticuerpos de cadena simple quimérico o
con CDR injertada, que comprenden porciones derivadas de especies diferentes, también estan
abarcados por la presente invencion como porciones de unién al antigeno de un anticuerpo. Las diversas
porciones de estos anticuerpos se pueden unir entre si quimicamente por técnicas convencionales, o se
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pueden preparar como una proteina contigua por el uso de técnicas de ingenieria genética. Por ejemplo,
el acido nucleico que codifica una cadena quimérica o humanizada se puede expresar para producir una
proteina contigua. Ver, por ejemplo, Cabilly et al., Patente U.S. Num. 4.816.567; Cabilly et al., Patente
Europea Num. 0,125,023; Boss et al., Patente U.S. Num. 4.816.397; Boss et al., Patente Europea Num.
0.120.694; Neuberger, M. S. et al., WO 86/01533; Neuberger, M. S. et al., Patente Europea Num.
0.194.276 B1; Winter, Patente U.S. Num. 5.225.539; y Winter, Patente Europea Num. 0.239.400 B1. Ver
también, Newman, R. et al., BioTechnology, 10: 1455-1460 (1992), con respecto al anticuerpo
primatizado. Ver, por ejemplo, Ladner et al., Patente U.S. Nim. 4.946.778; y Bird, R. E. et al., Science, 24
423-426 (1988)), con respecto a los anticuerpos de cadena simple.

Ademas, también se pueden producir fragmentos funcionales de los anticuerpos, que incluyen
fragmentos de anticuerpos quiméricos, humanizados, privatizados o de cadena simple. Los fragmentos
funcionales de los anticuerpos presentes retienen al menos una funcién de unién y/o funciéon de
modulacién del anticuerpo de longitud completa del que derivan. Los fragmentos funcionales preferidos
retienen la funcién de union al antigeno de un correspondiente anticuerpo de longitud completa (por
ejemplo, especificidad para un EphB4). Ciertos fragmentos funcionales preferidos retienen la capacidad
de inhibir una o mas funciones caracteristicas de un EphB4, tales como actividad de unién, una actividad
de sefalizacion, y/o estimulacion de una respuesta celular. Por ejemplo, en una realizacién, un fragmento
funcional de un anticuerpo EphB4 puede inhibir la interaccion de EphB4 con uno o mas de sus ligandos
(por ejemplo, Efrina B2) y/o puede inhibir una o mas funciones mediadas por el receptor, tal como
migracion celular, proliferacion celular, angiogénesis, y/o crecimiento tumoral.

Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpo capaces de unirse a un receptor de EphB4 o porcion
de este, que incluyen, pero sin limitacion, los fragmentos Fv, Fab, Fab’ y F(ab’), estan abarcados por la
invencion. Dichos fragmentos se pueden producir por escisién enzimatica o por técnicas recombinantes.
Por ejemplo, la escision con papaina o pepsina puede generar los fragmentos Fab o F(ab’)y,
respectivamente. Los anticuerpos también se pueden producir en una variedad de formas truncadas por
el uso de genes del anticuerpo en los que se han introducido uno o mas codones de detencion corriente
arriba del sitio de detencién natural. Por ejemplo, un gen quimérico que codifica una porcidon de cadena
pesada F(ab’), se puede disefar para incluir secuencias de ADN que codifican el dominio de CHq y la
region bisagra de la cadena pesada.

Un anticuerpo humanizado es un anticuerpo que deriva de una especie no humana, en la que
ciertos aminoacidos de los dominios estructurales y constantes de las cadenas pesada y liviana han
mutado de modo de evitar o anular una respuesta inmune en los seres humanos. De modo alternativo, un
anticuerpo humanizado se puede producir por el uso de los dominios constantes de un anticuerpo
humano en los dominios variables de una especie no humana. Los ejemplos de cémo obtener anticuerpos
humanizados se pueden hallar en las Patentes U.S. Nos. 6.054.297, 5.886.152 y 5.877.293. Un
anticuerpo humanizado puede comprender porciones de inmunoglobulinas de diferente origen, en las que
opcionalmente al menos una porcion es de origen humano. Pos consiguiente, la presente invencion se
refiere a una inmunoglobulina humanizada que tiene especificidad de unién para una EphB4 (por ejemplo,
EphB4 humana), dicha inmunoglobulina que comprende una regién de unioén al antigeno de origen no
humano (por ejemplo, roedor) y al menos a porcién de una inmunoglobulina de origen humano (por
ejemplo, una region estructural humana, una regidon constante humana o porcién de esta). Por ejemplo, el
anticuerpo humanizado puede comprender porciones derivadas de una inmunoglobulina de origen no
humano con la especificidad requerida, tales como una secuencia de inmunoglobulina de origen de raton
y humano (por ejemplo, una inmunoglobulina quimérica), unidas entre si en forma quimica por técnicas
convencionales (por ejemplo, sintética) o preparada como un polipéptido contiguo por el uso de técnicas
de ingenieria genética (por ejemplo, ADN que codifica las porciones de la proteina del anticuerpo
quimérico se pueden expresar para producir una cadena polipeptidica contigua).

Otro ejemplo de una inmunoglobulina humanizada de la presente invencion es una
inmunoglobulina que contiene una o mas cadenas de inmunoglobulina que comprenden una CDR de
origen no humano (por ejemplo, uno o mas CDR derivados de un anticuerpo de origen no humano) y una
region estructural derivada de una cadena liviana y/o pesada de origen humano (por ejemplo, anticuerpos
con CDR injertada con o sin cambios estructurales). En una realizacién, la inmunoglobulina humanizada
puede competir con el anticuerpo monoclonal murino por la unién a un polipéptido de EphB4. Los
anticuerpos de cadena simple quiméricos o con CDR injertada también estan abarcados por el término
inmunoglobulina humanizada.

En ciertas realizaciones, la presente invencidon proporciona anticuerpos antagonistas de EphB4.
Como se describe en la presente, el término "anticuerpo antagonista" se refiere a un anticuerpo que
puede inhibir una o mas funciones de una EphB4, tal como una actividad de unién (por ejemplo, unién al
ligando) y una actividad de sefializacion (por ejemplo, agrupamiento o fosforilacion de EphB4,
estimulacion de una respuesta celular, tal como estimulaciéon de la migraciéon celular o proliferacion
celular). Por ejemplo, un anticuerpo antagonista puede inhibir (reducir o evitar) la interaccion de un
receptor de EphB4 con un ligando natural (por ejemplo, Efrina B2 o fragmentos de esta). Preferentemente,
los anticuerpos antagonistas dirigidos contra EphB4 pueden inhibir funciones mediadas por EphB4, que
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incluyen migracion de células endoteliales, proliferacion celular, angiogénesis, y/o crecimiento tumoral.
Opcionalmente, el anticuerpo antagonista se une a un dominio extracelular de EphB4.

Los anticuerpos activantes de EphB4 quinasa pueden aumentar la actividad quinasa de EphB4,
incluso en forma independiente de la EfrinaB2. En algunos casos, tales anticuerpos se pueden usar para
estimular EphB4. Sin embargo, los solicitantes indican que en la mayor parte de los ensayos basados en
células e in vivo, tales anticuerpos de modo sorprendente se comportan como anticuerpos antagonistas.
Tales anticuerpos parecen unirse a al menos uno de los dos dominios de fibronectina tipo lll, en particular
la regién de los aminoacidos 324-429 de la Fig. 1.

En ciertas realizaciones, también se proporcionan anticuerpos anti-idiotipicos. Los anticuerpos
anti-idiotipicos reconocen determinantes antigénicos asociados con el sitio de unién al antigeno de otro
anticuerpo. Los anticuerpos anti-idiotipicos se pueden preparar contra un segundo anticuerpo por la
inmunizacién de un animal de la misma especie, y preferentemente de la misma cepa, que el animal
usado para producir el segundo anticuerpo. Ver por ejemplo, la Patente U.S. Nium. 4.699.880. En una
realizacion, los anticuerpos se originan contra el receptor o una porcién de este, y estos anticuerpos se
usan a su vez para producir un anticuerpo anti-idiotipico. Los anticuerpos anti-idiotipicos producidos de
este modo pueden unir compuestos que se unen al receptor, tales como ligandos de la funcién receptora,
y se pueden usar en un inmunoensayo para detectar o identificar o cuantificar tales compuestos. Tal
anticuerpo anti-idiotipico también puede ser un inhibidor de un receptor de la funcion de EphB4, aunque
no se una al receptor mismo. Tal anticuerpo anti-idiotipico también se puede llamar un anticuerpo
antagonista.

En ciertos aspectos, la presente invencion proporciona las lineas celulares del hibridoma, asi
como los anticuerpos monoclonales producidos por estas lineas celulares del hibridoma. Las lineas
celulares de la presente invencién tienen usos diferentes que para la producciéon de los anticuerpos
monoclonales. Por ejemplo, las lineas celulares de la presente invencidon se pueden fusionar con otras
células (tales como mieloma humano adecuadamente marcado con farmaco, mieloma de raton,
heteromieloma humano-raton o células linfoblastoideas humanas) para producir hibridomas adicionales, y
de este modo proporcionar la transferencia de los genes que codifican los anticuerpos monoclonales.
Ademas, las lineas celulares se pueden usar como una fuente de acidos nucleicos que codifican las
cadenas de inmunoglobulina anti-EphB4, que se pueden aislar y expresar (por ejemplo, después de la
transferencia a otras células por el uso de cualquier técnica adecuada (ver por ejemplo, Cabilly et al.,
Patente U.S. Num. 4.816.567; Winter, Patente U.S. Num. 5.225.539)). Por ejemplo, los clones que
comprenden una cadena liviana o pesada de anti-EphB4 reordenada se pueden aislar (por ejemplo, por
PCR) o genotecas de ADNc se pueden preparar a partir de ARNm aislado de las lineas celulares, y se
pueden aislar los clones de ADNc que codifican una cadena de inmunoglobulina anti-EphB4. En
consecuencia, los acidos nucleicos que codifican las cadenas pesada y/o liviana de los anticuerpos o las
porciones de estos se pueden obtener y usar de acuerdo con las técnicas de ADN recombinante para la
producciéon de la inmunoglobulina especifica, cadenas de inmunoglobulina, o variantes de estas (por
ejemplo, inmunoglobulinas humanizadas) en una variedad de células huésped o en un sistema de
traduccion in vitro. Por ejemplo, los acidos nucleicos, que incluyen ADNc, o sus derivados que codifican
las variantes tales como una inmunoglobulina humanizada o cadena de inmunoglobulina, se pueden
colocar en vectores procariéticos o eucariéticos adecuados (por ejemplo, vectores de expresion) y se
introducen en una célula huésped adecuada por un procedimiento adecuado (por ejemplo,
transformacion, transfeccion, electroporacion, infeccion), de modo tal que el acido nucleico esté
operativamente unido a uno o mas elementos de control de expresion (por ejemplo, en el vector o
integrado en el genoma de la célula huésped). Para la produccion, las células huésped se pueden
mantener en las condiciones adecuadas para la expresion (por ejemplo, en presencia del inductor, medios
adecuados suplementados con sales apropiadas, factores de crecimiento, antibiéticos, suplementos
nutricionales, etc.), por el cual se produce el polipéptido codificado. Si se desea, la proteina codificada se
puede recuperar y/o aislar (por ejemplo, de las células huésped o medio). Se apreciara que el
procedimiento de produccion abarca la expresion en una célula huésped de un animal transgénico (ver
por ejemplo, WO 92/03918, GenPharm International, publicado el 19 de marzo de 1992).

Il. Procedimientos de produccién de anticuerpos

La preparacién de antigeno de inmunizaciéon y la produccién de anticuerpo policlonal y
monoclonal se pueden realizar como se describid en la presente, o por el uso de otras técnicas
adecuadas. Una variedad de procedimientos se han descripto. Ver por ejemplo, Kohler et al., Nature, 256:
495-497 (1975) y Eur. J. Immunol. 6: 511-519 (1976); Milstein et al., Nature 266: 550-552 (1977);
Koprowski et al., Patente U.S. Nim. 4.172.124; Harlow, E. y D. Lane, 1988, Antibodies: A Laboratory
Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, N.Y.); Current Protocols In Molecular
Biology, Vol. 2 (Supplement 27, Summer’'94), Ausubel, F. M. et al., Eds., (John Wiley & Sons: New York,
N.Y.), Chapter 11, (1991). Generalmente, se puede producir un hibridoma por la fusién de una linea
celular inmortal adecuada (por ejemplo, una linea celular de mieloma tal como SP2/0) con las células
productoras del anticuerpo. La célula productora de anticuerpo, preferentemente las del bazo o ganglios
linfaticos se obtienen de los animales inmunizados con el antigeno de interés. Las células fusionadas
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(hibridomas) se pueden aislar por el uso de condiciones de cultivo selectivo, y se clonan por dilucién
limitante. Las células que producen anticuerpos con la especificidad deseada se pueden seleccionar con
un ensayo adecuado (por ejemplo, ELISA).

Se pueden usar otros procedimientos adecuados de producir o aislar anticuerpos de la
especificidad, que incluyen, por ejemplo, procedimientos que seleccionan el anticuerpo recombinante de
una genoteca, o que dependen de la inmunizacién de animales transgénicos (por ejemplo, ratones)
capaces de producir un repertorio completo de anticuerpos humanos. Ver por ejemplo, Jakobovits et al.,
Proc. Nat1. Acad. Sci. USA, 90: 2551-2555 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362: 255-258 (1993);
Lonberg et al., Patente U.S. Num. 5.545.806; Surani et al., Patente U.S. Num. 5.545.807.

Para ilustrar, los inmunégenos derivados de un polipéptido de EphB4 (por ejemplo, un
polipéptido de EphB4 o un fragmento antigénico de este que es capaz de inducir una respuesta de
anticuerpo, o una proteina de fusion de EphB4) se pueden usar para inmunizar un mamifero, tal como un
ratén, un hamster o conejo. Ver, por ejemplo, Antibodies: A Laboratory Manual ed. by Harlow y Lane (Cold
Spring Harbor Press: 1988). Las técnicas para conferir inmunogenicidad en una proteina o péptido
incluyen la conjugacién a portadores u otras técnicas bien conocidas en la materia. Una porcion
inmunogénica de un polipéptido de EphB4 se puede administrar en presencia del adyuvante. El progreso
de la inmunizacién se puede controlar por la deteccion de titulos de anticuerpo en plasma o suero. Se
puede usar ELISA estandar u otros inmunoensayos con el inmundgeno como antigeno para evaluar los
niveles de anticuerpos. En una realizacion, los anticuerpos de la invencion son especificos para la porcion
extracelular de la proteina de EphB4 (por ejemplo, SEQ ID NO: 2) o los fragmentos de esta. En otra
realizacion, los anticuerpos de la invencion son especificos para la porcién intracelular o la porcién de
transmembrana de la proteina de EphB4.

Después de la inmunizacién de un animal con una preparacién antigénica de un polipéptido de
EphB4, se pueden obtener los antisueros y, si se desea, se pueden aislar los anticuerpos policlonales del
suero. Para producir anticuerpos monoclonales, las células productoras de anticuerpo (linfocitos) se
pueden recolectar de un animal inmunizado y fusionar por procedimientos de fusién celular somaticos
estandares con células inmortalizadas tales como las células del mieloma para producir las células del
hibridoma. Tales técnicas son bien conocidas en la técnica, e incluyen, por ejemplo, la técnica del
hibridoma (desarrollada originalmente por Kohler y Milstein, (1975) Nature, 256: 495-497), la técnica de
hibridoma de células B (Kozbar et al., (1983) Immunology Today, 4: 72), y la técnica de hibridoma de EBV
para producir anticuerpos monoclonales humanos (Cole et al., (1985) Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan R. Liss, Inc. pp. 77-96). Las células del hibridoma se pueden seleccionar
inmunoquimicamente para la produccién de anticuerpos especificamente reactivos con un polipéptido de
EphB4 y los anticuerpos monoclonales aislados de un cultivo que comprende tales células del hibridoma.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos de la presente invencion se pueden fragmentar por el
uso de técnicas convencionales y los fragmentos se seleccionan para determinar la utilidad de la misma
manera que se describié anteriormente para los anticuerpos enteros. Por ejemplo, los fragmentos F(ab).
se pueden generar por el tratamiento del anticuerpo con pepsina. El fragmento de F(ab), resultante se
puede tratar para reducir los puentes disulfuro para producir los fragmentos de Fab.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos de la presente invencién también incluyen moléculas
biespecificas, cadena simple, y quiméricas y humanizadas que tienen afinidad para un polipéptido de
EphB4 conferida por al menos una regién de la CDR del anticuerpo. Las técnicas para la produccion de
anticuerpos de cadena simple (Patente US Num. 4.946.778) también se pueden adaptar para producir
anticuerpos de cadena simple. También, se pueden usar ratones transgénicos u otros organismos que
incluyen mamiferos para expresar los anticuerpos humanizados. Los procedimientos de generar estos
anticuerpos son conocidos en la técnica. Ver, por ejemplo, Cabilly et al., Patente U.S. Num. 4.816.567;
Cabilly et al., Patente Europea Num. 0.125.023; Queen et al., Patente Europea Num. 0.451.216; Boss et
al., Patente U.S. Num. 4,816,397; Boss et al., Patente Europea Num. 0.120.694; Neuberger, M. S. et al.,
WO 86/01533; Neuberger, M. S. et al., Patente Europea Num. 0.194.276; Winter, Patente U.S. Num.
5.225.539; winter, Patente Europea Num. 0.239.400; Padlan, E. A. et al., Solicitud de Patente Europea
Num. 0.519.596 A1. Ver también, Ladner et al., Patente U.S. Nim. 4.946.778; Huston, Patente U.S. Num.
5.476.786; y Bird, R. E. et al., Science, 242: 423-426 (1988)).

Tales inmunoglobulinas humanizadas se pueden producir por el uso de acidos nucleicos
sintéticos y/o recombinantes para preparar genes (por ejemplo, ADNc) que codifican la cadena
humanizada deseada. Por ejemplo, las secuencias de acidos nucleicos (por ejemplo, ADN) que codifican
regiones variables humanizadas se pueden construir por el uso de procedimientos de PCR por
mutagénesis para alterar las secuencias de ADN que codifican una cadena humana o humanizada, tales
como un molde de ADN proveniente de una region variable previamente humanizada (ver por ejemplo,
Kamman, M., et al., Nucl. Acids Res., 17: 5404 (1989)); Sato, K., et al., Cancer Research, 53: 851-856
(1993); Daugherty, B. L. et al., Nucleic Acids Res., 19(9): 2471-2476 (1991); y Lewis, A. P. y J. S. Crowe,
Gene, 101: 297-302 (1991)). Por el uso de estos u otros procedimientos adecuados, también se pueden
producir facilmente las variantes. En una realizacion, las regiones variables clonadas se pueden
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mutagenizar y se pueden seleccionar las secuencias que codifican las variantes con la especificidad
deseada (por ejemplo, de una biblioteca de fago; ver por ejemplo, Krebber et al., Patente U.S. Num.
5,514,548; Hoogenboom et al., WO 93/06213, publicado el 1 de abril de 1993)).

En ciertas realizaciones, los anticuerpos también se fijan a una marca que es capaz de ser
detectada (por ejemplo, la marca puede ser un radioisétopo, compuesto fluorescente, enzima o cofactor
enzimatico). El resto activo puede ser un agente radiactivo, tal como: metales pesados radiactivos tales
como quelatos de hierro, quelatos radiactivos de %adolinio 0 manganeso, emisores de positrén de
oxigeno, nitrobgeno, hierro, carbono o galio, 43K, 52Fe, 7Co, 67Cu, 67Ga, 68Ga, ml, 125I, 131I, 132I, 0 %Tc. Un
agente de union fijo a tal resto se puede usar como un agente de visualizacién de imagen y se administra
en una cantidad efectiva para uso diagnéstico en un mamifero tal como un ser humano y posteriormente
se detecta la localizacion y acumulacién del agente de visualizacion de imagen. La localizacion y
acumulacién de agente de visualizacion de imagen se puede detectar por radiocentelleografia, imagen de
resonancia magnética nuclear, tomografia computada o tomografia de emision de positron. La
inmunocentelleografia mediante anticuerpos u otros polipéptidos dirigidos a EphB4 se puede usar para
detectar y/o diagnosticar canceres 9/ vasculatura. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales contra el
marcador de EphB4 marcado con °Tecnecio, """Indio, '"®Yodo se pueden usar efectivamente para tal
estudio de imagenes. Como sera evidente para los expertos, la cantidad de radioisétopo que se va a
administrar es dependiente del radiois6topo. Los expertos en la técnica pueden formular faciimente la
cantidad de agente de visualizaciéon de imagen que se va a administrar que se basa en la actividad
especifica de un radionuclido determinado usado como resto activo. Normalmente, se administran 0,-100
milicuries por dosis de agente de visualizacion de imagen, preferentemente 1-10 milicuries, mas
frecuentemente 2-5 milicuries. En consecuencia, las composiciones de acuerdo con la presente invencién
utiles como agentes de visualizaciéon de imagen que comprenden un resto especifico conjugado a un
resto radiactivo comprenden 0,1-100 milicuries, en algunas realizaciones preferentemente 1-10 milicuries,
en algunas realizaciones preferentemente 2-5 milicuries, en algunas realizaciones mas preferentemente
1-5 milicuries.

En ciertas realizaciones preferidas, un anticuerpo de la invencién es un anticuerpo monoclonal, y
en ciertas realizaciones la invencién obtiene procedimientos disponibles para generar nuevos anticuerpos.
Por ejemplo, un procedimiento para generar un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a un
polipéptido de EphB4 puede comprender administrar a un ratén una cantidad de una composicion
inmunogénica que comprende el polipéptido de EphB4 efectivo para estimular una respuesta inmune
detectable, obtener células productoras de anticuerpo (por ejemplo, células del bazo) del raton y la fusion
de las células productoras de anticuerpo con las células del mieloma para obtener hibridomas productores
de anticuerpo, y analizar los hibridomas productores de anticuerpo para identificar un hibridoma que
produce un anticuerpo monoclonal que se une especificamente al polipéptido de EphB4. Una vez
obtenido, un hibridoma se puede propagar en un cultivo celular, opcionalmente en condiciones de cultivo
en las que las células derivadas del hibridoma producen el anticuerpo monoclonal que se une
especificamente al polipéptido de EphB4. El anticuerpo monoclonal se puede purificar del cultivo celular.

Ademas, las técnicas usadas para seleccionar anticuerpos a fin de identificar un anticuerpo
deseable pueden influir en las propiedades del anticuerpo obtenido. Por ejemplo, un anticuerpo usado
para ciertos fines terapéuticos preferentemente podra dirigirse a un tipo de célula particular. Por
consiguiente, para obtener anticuerpos de este tipo, puede ser conveniente seleccionar anticuerpos que
se unen a las células que expresan el antigeno de interés (por ejemplo, por separacién celular activada
por fluorescencia). Asimismo, si un anticuerpo se usa para la unién a un antigeno en solucién, puede ser
conveniente analizar la union en solucion. Una variedad de técnicas diferentes esta disponible para
analizar las interacciones anticuerpo:antigeno para identificar anticuerpos particularmente convenientes.
Tales técnicas incluyen ELISA, ensayos de union de resonancia del plasmoén superficial (por ejemplo, el
ensayo de unién Biacore, Biacore AB, Uppsala, Suecia), ensayos sandwich (por ejemplo, el sistema de
perlas paramagnéticas de IGEN International, Inc., Gaithersburg, Maryland), transferencias western,
ensayos de inmunoprecipitacion e inmunohistoquimica.

Los anticuerpos de la presente invencién son utiles en una variedad de aplicaciones, que
incluyen aplicaciones de investigacion, diagnoéstico y terapéutica. Por ejemplo, se pueden usar para aislar
y/o purificar el receptor o porciones de este y estudiar la estructura (por ejemplo, conformacion) y funcién
del receptor.

Ill. Aplicaciones diagnésticas

En ciertos aspectos, los varios anticuerpos de la presente invencion se pueden usar para
detectar o medir la expresion del receptor de EphB4, por ejemplo, sobre las células endoteliales (por
ejemplo, células endoteliales venosas), o en células transfectadas con un gen del receptor de EphB4. En
consecuencia, también tienen utilidad en las aplicaciones tales como separacion y estudios de imagen
(por ejemplo, citometria de flujo y separacion celular activada por fluorescencia), para fines de diagndstico
o investigacion.
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En ciertas realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de unién del antigeno de los anticuerpos
pueden estar marcados o no marcados para fines diagndsticos. Normalmente, los ensayos diagnésticos
suponen detectar la formacién de un complejo resultante de la unién de un anticuerpo al EphB4. Los
anticuerpos se pueden marcar directamente. Se puede emplear una variedad de marcas, que incluyen,
pero sin limitacion, radionuclidos, agentes fluorescentes, enzimas, sustratos enzimaticos, cofactores
enzimaticos, inhibidores de enzimas y ligandos (por ejemplo, biotina, haptenos). Numerosos
inmunoensayos apropiados son conocidos por los expertos (ver, por ejemplo, Patentes U.S Nos.
3.817.827; 3.850.752; 3.901.654; y 4.098.876). Cuando no estan marcados, los anticuerpos se pueden
usar en ensayos, tales como ensayos de aglutinacion. Los anticuerpos sin marcar también se pueden
usar en combinacién con otro reactivo adecuado (uno o mas) que se puede usar para detectar el
anticuerpo, tal como un anticuerpo marcado (por ejemplo, un segundo anticuerpo) reactivo con el primer
anticuerpo (por ejemplo, anticuerpos anti-idiotipo u otros anticuerpos que son especificos para la
inmunoglobulina sin marcar) u otro reactivo adecuado (por ejemplo, proteina marcada A). Un anticuerpo
EphB4 también se puede derivar con un grupo quimico tal como polietilenglicol (PEG), un grupo metilo o
etilo, o un grupo carbohidrato. Estos grupos pueden ser utiles para mejorar las caracteristicas biolégicas
del anticuerpo, por ejemplo, para aumentar la vida media sérica o aumentar la unién al tejido.

En una realizacion, los anticuerpos de la presente invencion se pueden utilizar en
inmunoensayos enzimaticos, en que los anticuerpos presentes, o segundos anticuerpos, se conjugan a
una enzima. Cuando una muestra biolégica que comprende una proteina de EphB4 se combina con los
presentes anticuerpos, la uniéon se produce entre los anticuerpos y la proteina de EphB4. En una
realizaciéon, una muestra que contiene las células que expresan una proteina de EphB4 (por ejemplo,
células endoteliales) se combina con los presentes anticuerpos, y la unidon se produce entre los
anticuerpos y las células que portan una proteina de EphB4 que comprende un epitope reconocido por el
anticuerpo. Estas células unidas se pueden separar de los reactivos no unidos y se puede determinar la
presencia del conjugado de anticuerpo-enzima especificamente unido a las células, por ejemplo, por el
contacto de la muestra con un sustrato de la enzima que produce un color u otro cambio detectable
cuando actla sobre la enzima. En otra realizacion, los anticuerpos presentes pueden estar sin marcar, y
se puede afadir un segundo anticuerpo marcado que reconoce el presente anticuerpo.

En ciertos aspectos, también se pueden preparar kits para usar en la deteccion de la presencia
de una proteina de EphB4 en una muestra bioldgica. Tales kits incluiran un anticuerpo que se une a una
proteina de EphB4 o porcion de dicho receptor, asi como uno o mas reactivos auxiliares para detectar la
presencia de un complejo entre el anticuerpo y EphB4 o la porcion de este. Las composiciones de
anticuerpo de la presente invencion se pueden proporcionar en forma liofilizada, solo o en combinacion
con anticuerpos adicionales especificos para otros epitopes. Los anticuerpos, que pueden ser marcados o
sin marcar, se pueden incluir en los kits con ingredientes adjuntos (por ejemplo, buffer, tales como Tris,
fosfato y carbonato, estabilizantes, excipientes, biocidas y/o proteinas inertes, por ejemplo, albumina
sérica bovina). Por ejemplo, los anticuerpos se pueden proporcionar como una mezcla liofilizada con los
ingredientes adjuntos, o los ingredientes adjuntos se pueden proporcionar por separado para la
combinacion por parte del usuario. En general, estos materiales adjuntos estaran presentes en menos de
aproximadamente 5% en peso sobre la base de la cantidad de anticuerpo activo, y usualmente estara
presente en una cantidad total de al menos aproximadamente 0,001% en peso sobre la base de la
concentracion del anticuerpo. Cuando se emplea un segundo anticuerpo capaz de unirse al anticuerpo
monoclonal, tal anticuerpo se puede proporcionar en el kit, por ejemplo en un vial o recipiente separado.
El segundo anticuerpo, si esta presente, normalmente esta marcado, y se puede formular de una manera
analoga con las formulaciones del anticuerpo descriptas anteriormente.

De modo similar, la presente invencion también se refiere a un procedimiento de detectar y/o
cuantificar la expresion de un EphB4 o porcién del receptor por una célula, en el que una composicién que
comprende una célula o fraccién de esta (por ejemplo, fraccion de membrana) se pone en contacto con un
anticuerpo que se une a una EphB4 o porcion del receptor en condiciones apropiadas para la unién del
anticuerpo a este, y se controla la unién del anticuerpo. La deteccidon del anticuerpo, indicativa de la
formacion de un complejo entre el anticuerpo y EphB4 o una porciéon de este, indica la presencia del
receptor. La union del anticuerpo a la célula se puede determinar por procedimientos estandares, tales
como los que se describen en los ejemplos de trabajo. El procedimiento se puede usar para detectar la
expresion de EphB4 sobre las células de un individuo. Opcionalmente, se puede evaluar una expresion
cuantitativa de EphB4 sobre la superficie de las células endoteliales, por ejemplo, por citometria de flujo, y
la intensidad de tincién se puede correlacionar con la sensibilidad, progresion o riesgo de la enfermedad.

La presente invencién también se refiere a un procedimiento de detectar la sensibilidad de un
mamifero a ciertas enfermedades. Para ilustrar, el procedimiento se puede usar para detectar la
sensibilidad de un mamifero a las enfermedades que progresan sobre la base de la cantidad de EphB4
presente en las células y/o el nimero de células positivas a EphB4 en un mamifero. En una realizacion, la
invencion se refiere a un procedimiento para detectar la sensibilidad de un mamifero a un tumor. En esta
realizacién, una muestra por analizar se pone en contacto con un anticuerpo que se une a un EphB4 o
porcién de este en condiciones apropiadas para la unién de dicho anticuerpo a este, en el que la muestra
comprende células que expresan EphB4 en los individuos normales. Se detecta la union del anticuerpo
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y/o la cantidad de unién, que indica la sensibilidad del individuo a un tumor, en el que los niveles
superiores del receptor se correlacionan con aumento de sensibilidad del individuo a un tumor. Los
solicitantes y otros grupos han hallado que la expresion de EphB4 tiene una correlacion con el crecimiento
y progresion tumoral. Los anticuerpos de la presente invencion también se pueden usar para dilucidar
adicionalmente la correlacidn de la expresion de EphB4 con la progresion de las enfermedades asociadas
con la angiogénesis en un individuo.

IV. Aplicaciones terapéuticas

En ciertas realizaciones, la presente invencién proporciona composiciones para inhibir la
angiogénesis y para tratar enfermedades (o trastornos) asociados con angiogénesis. En otras
realizaciones, la presente invenciéon proporciona composiciones para inhibir o reducir el crecimiento
tumoral o para tratar un individuo que sufre de cancer. Estas involucran administrar al individuo una
cantidad terapéuticamente efectiva de uno o mas anticuerpos EphB4 de la invencién, y estan destinados
particularmente a tratamientos terapéuticos y profilacticos de animales, y mas particularmente, seres
humanos.

Como se describe en la presente, enfermedades asociadas con angiogénesis incluyen, pero sin
limitacion, cancer dependiente de la angiogénesis, que incluye, por ejemplo, tumores solidos, tumores
trasmitidos por sangre tales como leucemias, y metastasis tumoral; tumores benignos, por ejemplo,
hemangiomas, neuromas acusticos, neurofibromas, tracomas, y granulomas piogénicos; trastornos
inflamatorios tales como inflamacion inmune y no inmune; reumatismo articular crénico y psoriasis;
enfermedades angiogénicas oculares, por ejemplo, retinopatia diabética, retinopatia del prematuro,
degeneracion macular, rechazo del injerto corneano, glaucoma neovascular, fibroplasia retrolenticular,
rubeosis; sindrome de Osler-Webber; angiogénesis miocardica; neovascularizacion de placa;
teleangiectasia; articulaciones hemofilicas; angiofibroma; y granulacién de heridas y curacién de heridas;
teleangiectasia, psoriasis escleroderma, granuloma piogénico, colaterales coronarios, angiogénesis del
miembro isquémico, rubeosis, artritis, neovascularizacion diabética, fracturas, vasculogénesis,
hematopoyesis.

Se considera que las composiciones de la invencién también son Utiles para tratar canceres
(tumores) independientes de la angiogénesis. Como se usa en la presente, el término "cancer
independiente de la angiogénesis" se refiere a un cancer (tumor) en que existe poca o ninguna
neovascularizacion en el tejido tumoral.

En particular, los anticuerpos de la presente invencion son Utiles para tratar o prevenir un cancer
(tumor), que incluye, pero sin limitacion, carcinoma de colon, cancer de mamas, mesotelioma, cancer de
prostata, cancer de vejiga, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC), sarcoma de
Kaposi, y leucemia.

En ciertas realizaciones, uno o mas anticuerpos EphB4 se pueden administrar juntos
(simultaneamente) o en momentos diferentes (secuencialmente). Ademas, los anticuerpos se pueden
administrar con otro agente para tratar cancer o para inhibir la angiogénesis. En una realizacion
especifica, los presentes anticuerpos de la presente invencién también se pueden usar con otras
terapéuticas de anticuerpo (monoclonal o policlonal).

En ciertas realizaciones, los presentes anticuerpos de la invencion se pueden usar solos. En
forma alternativa, los presentes anticuerpos de la presente invencién se pueden usar en combinacién con
otros abordajes terapéuticos anti-cancer convencionales dirigidos al tratamiento o prevencion de
trastornos proliferativos (por ejemplo tumor). Por ejemplo, tales anticuerpos se pueden usar en la
prevencion del cancer profilactica, prevencion de recurrencia del cancer y metastasis después de la
cirugia, y como un adyuvante de otra terapia de cancer convencional. La presente invencion reconoce
que la efectividad de las terapias del cancer convencionales (por ejemplo, quimioterapia, terapia de
radiacion, fototerapia, inmunoterapia, y cirugia) se puede aumentar mediante el uso de uno o mas de los
anticuerpos EpbB4 de la invencion.

Una amplia coleccion de compuestos convencionales han demostrado tener actividades antilJ
neoplasicas. Estos compuestos se han usado como agentes farmacéuticos en la quimioterapia para
reducir los tumores solidos, prevenir metastasis y crecimiento adicional, o disminucion de las células
malignas en las neoplasias leucémicas o de médula 6sea. Si bien la quimioterapia ha sido efectiva para
tratar diversos tipos de neoplasias, muchos compuestos anti-neoplasicos inducen efectos secundarios no
deseables. Se ha demostrado que cuando se combinan dos o mas tratamientos diferentes, los
tratamientos pueden actuar sinérgicamente y permitir la reducciéon de la dosis de cada uno de los
tratamientos, de este modo se reducen los efectos secundarios perjudiciales ejercidos por cada
compuesto a dosis mas altas. En otros casos, las neoplasias que son refractarias a un tratamiento pueden
responder a una terapia de combinacién de dos o mas tratamientos diferentes.

Cuando un presente anticuerpo EphB4 de la presente invencién se administra en combinacion
con otro agente antineoplasico convencional, sea en forma concomitante o sucesiva, se muestra que tal

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2358432 T3

anticuerpo aumenta el efecto terapéutico del agente antineoplasico o supera la resistencia celular a tal
agente antineoplasico. Esto permite la disminucién de la dosis de un agente antineoplasico, de este modo
se reducen los efectos secundarios indeseables, o restaura la efectividad de un agente antineoplasico en
las células resistentes.

Los compuestos farmacéuticos que se pueden usar para la terapia antitumoral combinatoria
incluye, solo para ilustrar: aminoglutetimida, amsacrina, anastrozol, asparaginasa, bcg, bicalutamida,
bleomicina, buserelina, busulfano, camptotecina, capecitabina, carboplatino, carmustina, clorambucilo,
cisplatino, cladribina, clodronato, colchicina, ciclofosfamida, ciproterona, citarabina, dacarbazina,
dactinomicina, daunorrubicina, dienestrol, dietilestilbestrol, docetaxel, doxorrubicina, epirrubicina,
estradiol, estramustina, etopdsido, exemestano, filgrastim, fludarabina, fludrocortisona, fluorouracilo,
fluoximesterona, flutamida, gemcitabina, genisteina, goserelina, hidroxiurea, idarrubicina, ifosfamida,
imatinib, interferén, irinotecano, ironotecano, letrozol, leucovorina, leuprolida, levamisol, lomustina,
mecloretamina, medroxiprogesterona, megestrol, melfalan, mercaptopurina, mesna, metotrexato,
mitomicina, mitotano, mitoxantrona, nilutamida, nocodazol, octreotide, oxaliplatino, paclitaxel,
pamidronato, pentostatina, plicamicina, porfimer, procarbazina, raltitrexed, rituximab, estreptozocina,
suramin, tamoxifeno, temozolomida, tenipdsido, testosterona, tioguanina, tiotepa, dicloruro de titanoceno,
topotecano, trastuzumab, tretinoina, vinblastina, vincristina, vindesina y vinorelbina.

Estos compuestos antitumorales quimioterapéuticos se pueden categorizar por su mecanismo de
accion en, por ejemplo, los siguientes grupos: agentes anti-metabolitos/anti-cancer, tales como analogos
de pirimidina (5-fluorouracilo, floxuridina, capecitabina, gemcitabina y citarabina) y analogos de purina,
antagonistas de folato e inhibidores relacionados (mercaptopurina, tioguanina, pentostatina y 20
clorodeoxiadenosina (cladribina)); agentes antiproliferativos/antimitéticos que incluyen productos naturales
tales como alcaloides de la vinca (vinblastina, vincristina, y vinorelbina), disruptores de microtubulos tales
como taxano (paclitaxel, docetaxel), vincristina, vinblastina, nocodazol, epotilones y navelbina,
epidipodofilotoxinas (etopdsido, tenipdsido), agente de dafio del ADN (actinomicina, amsacrina,
antraciclinas, bleomicina, busulfano, camptotecina, carboplatino, clorambucilo, cisplatino, ciclofosfamida,
citoxano, dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina, hexametilmelamineoxaliplatino,
ifosfamida, melfalan, mercloretamina, mitomicina, mitoxantrona, nitrosourea, plicamicina, procarbazina,
taxol, taxotero, tenipdsido, trietilentiofosforamida y etopdsido (VP16)); antibidticos tales como
dactinomicina (actinomicina D), daunorrubicina, doxorrubicina (adriamicina), idarrubicina, antraciclinas,
mitoxantrona, bleomicinas, plicamicina (mitramicina) y mitomicina; enzimas (L-asparaginasa que
metaboliza sistémicamente L-asparagina y reduce las células que no tiene la capacidad de sintetizar su
propia asparagina); agentes antiplaquetarios; agentes antiproliferativos/alquilantes antimitéticos tales
como mostazas de nitrdgeno (mecloretamina, ciclofosfamida y analogos, melfalan, clorambucilo),
etileniminas y metilmelaminas (hexametilmelamina y tiotepa), alquil sulfonatos, busulfan, nitrosoureas
(carmustina (BCNU) y analogos, estreptozocina), trazenos - dacarbazinina (DTIC); antimetabolitos
antiproliferativos/ antimitéticos tales como analogos de acido folico (metotrexato); complejos de
coordinacion de platino (cisplatino, carboplatino), procarbazina, hidroxiurea, mitotan, aminoglutetimida;
hormonas, analogos de hormona (estrogeno, tamoxifeno, goserelina, bicalutamida, nilutamida) e
inhibidores de aromatasa (letrozol, anastrozol); anticoagulantes (heparina, sales de heparina sintética y
otros inhibidores de trombina); agentes fibrinoliticos (tales como activador de plasminégeno de tejido,
estreptoquinasa y uroquinasa), aspirina, dipiridamol, ticlopidina, clopidogrel, abciximab; agentes
antimigratorios; agentes antisecretorios (breveldina); inmunosupresores (ciclosporina, tacrolimus (FK[I
506), sirolimus (rapamicina), azatioprina, micofenolato de mofetilo); compuestos anti-angiogénicos (TNP!I
470, genisteina) e inhibidores del factor de crecimiento (inhibidores del factor de crecimiento endotelial
(VEGF), inhibidores del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)); bloqueador del receptor de
angiotensina; dadores de o&xido nitrico; oligonucleétidos antisentido; anticuerpos (trastuzumab);
inhibidores del ciclo celular e inductores de la diferenciacion (tretinoina); inhibidores de mTOR, inhibidores
de topoisomerasa (doxorrubicina (adriamicina), amsacrina, camptotecina, daunorrubicina, dactinomicina,
enipdsido, epirrubicina, etopdsido, idarrubicina y mitoxantrona, topotecano, irinotecano), corticoides
(cortisona, dexametasona, hidrocortisona, metilprednisolona, prednisona, y prenisolona); inhibidores de
quinasa de la transduccion de la sefial de factor de crecimiento; inductores de disfunciéon mitocondrial y
activadores de caspasa; y disruptores de cromatina.

En ciertas realizaciones, los compuestos farmacéuticos que se pueden usar para la terapia antilJ
angiogénesis incluyen: (1) inhibidores de la liberacién de “moléculas angiogénicas" tales como bFGF
(factor de crecimiento de fibroblastos basicos); (2) neutralizadores de moléculas angiogénicas, tales como
un anticuerpo anti-PbFGF; y (3) inhibidores de la respuesta celular endotelial a los estimulos
angiogénicos, que incluyen inhibidor de colagenasa, inhibidores de recambio de membrana base,
esteroides angiostaticos, inhibidores de angiogénesis derivados fungicos, factor de plaquetas 4,
trombospondina, farmacos de artritis tales como D-penicilamina y tiomalato de oro, analogos de vitamina
D3, alfa-interferdn, y similares. Para los inhibidores de angiogénesis propuestos adicionales, ver Blood et
al., Bioch. Biofys. Acta., 1032:89-118 (1990), Moses et al., Science, 248:1408-1410 (1990), Ingber et al.,
Lab. Invest., 59: 44-51 (1988), y Patentes U.S. Nos. 5.092.885, 5.112.946, 5.192.744, 5.202.352, y
6573256. Ademas, existe una amplia variedad de compuestos que se pueden usar para inhibir la
angiogénesis, por ejemplo, péptidos o agentes que bloquean la via de angiogénesis mediada por VEGF,
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proteina o derivados de endostatina, fragmentos de unioén a lisina de angiostatina, melanina o compuestos
promotores de melanina, fragmentos de plasminégeno (por ejemplo, Kringles 1-3 de plasmindgeno),
subunidades de troponina, antagonistas de vitronectina av3, péptidos derivados de Saposina B,
antibiéticos o analogos (por ejemplo, tetraciclina, o neomicina), composiciones que contienen dienogest,
compuestos que comprenden un nucleo inhibidor de MetAP-2 acoplado a un péptido, el compuesto EM[
138, chalcona y sus analogos e inhibidores de naaladasa. Ver, por ejemplo, Patentes U.S. Nos.
6.395.718, 6.462.075, 6.465.431, 6.475.784, 6.482.802, 6.482.810, 6.500.431, 6.500.924, 6.518.298,
6.521.439, 6.525.019, 6.538.103, 6.544.758, 6.544.947, 6.548.477, 6.559.126, y 6.569.845.

De acuerdo con la naturaleza de la terapia combinatoria, la administracion de los anticuerpos de
la invencidn puede continuar mientras se esta administrando la otra terapia y/o a partir de ese momento.
La administracién de los anticuerpos se puede realizar en una dosis Unica, o en dosis multiples. En
algunos casos, la administracion de los anticuerpos comienza al menos varios dias antes de la terapia
convencional, mientras que en otros casos, la administracion comienza inmediatamente antes o en el
momento de la administracion de la terapia convencional.

V. Composiciones farmacéuticas y modos de administracion

En ciertas realizaciones, los presentes anticuerpos de la presente invencion se formulan con un
portador farmacéuticamente aceptable. Tales anticuerpos se pueden administrar solo o como un
componente de una formulacién farmacéutica (composicion). Los compuestos se pueden formular para la
administracion en cualquier modo conveniente para uso en medicina humana o veterinaria. Los agentes
humectantes, emulsionantes y lubricantes, tales como laurilsulfato de sodio y estearato de magnesio, asi
como agentes colorantes, agentes de liberacién, agentes de recubrimiento, edulcorantes, agentes
saborizantes y de perfume, conservantes y antioxidantes también pueden estar presentes en las
composiciones.

Las formulaciones de los presentes anticuerpos incluyen los adecuados para administracion oral,
dietaria, tépica, parenteral (por ejemplo, inyeccion intravenosa, intraarterial, intramuscular, subcutanea),
inhalacién (por ejemplo, inhalacién intrabronquial, intranasal o oral, gotas intranasales), rectal, y/o
intravaginal. Otros procedimientos de administracion adecuados también incluyen dispositivos recargables
o biodegradables y dispositivos poliméricos de liberacion lenta. Las composiciones farmacéuticas de esta
invencion también se pueden administrar como parte de una terapia combinatoria con otros agentes (sea
en la misma formulacién o en una formulacioén separada).

Las formulaciones se pueden presentar convenientemente en forma de dosis unitaria y se
pueden preparar por cualquier procedimiento bien conocido en la técnica de la farmacia. La cantidad de
ingrediente activo que se puede combinar con un material portador para producir una forma de dosis
Unica variara de acuerdo con el huésped tratado, el modo particular de administracion. La cantidad de
ingrediente activo que se puede combinar con un material portador para producir una forma de dosis
unica generalmente sera la cantidad de compuesto que produce un efecto terapéutico.

En ciertas realizaciones, los procedimientos de preparar estas formulaciones o composiciones
incluyen combinar otro tipo de agente anti-tumoral o anti-angiogénesis y un portador y, opcionalmente,
uno o mas ingredientes accesorios. En general, las formulaciones se pueden preparar con un portador
liquido, o un portador solido finamente dividido o ambos, y posteriormente, si es necesario, moldear el
producto.

Las formulaciones para la administracion oral pueden estar en forma capsulas, sellos, pastillas,
comprimidos, comprimidos masticables (por medio del uso un base saborizada, usualmente sacarosa y
acacia o tragacanto), polvos, granulos, 0 como una soluciéon o una suspensién en un liquido acuoso o no
acuoso, 0 como una emulsion liquida aceite en agua o agua en aceite, 0 como un elixir o jarabe, o como
pastillas (por medio del uso una base inerte, tal como gelatina y glicerina, o sacarosa y acacia), y/o como
enjuagues bucales y similares, cada una que contiene una cantidad predeterminada de uno o mas de los
presentes anticuerpos como ingrediente activo.

En las formas de dosis sélidas para la administracién oral (capsulas, comprimidos, pastillas,
grageas, polvos, granulos y similares), uno o mas anticuerpos de la presente invencién se mezclan con
uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables, tal como citrato de sodio o fosfato dicélcico y/o
alguno de los siguientes: o (1) rellenos o expansores tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa,
manitol, y &cido silicico, (2) aglutinantes tales como, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina,
polivinilpirrolidinona, sacarosa, y goma de acacia, (3) humectantes tal como, glicerol, (4) agentes
desintegrantes tal como, agar-agar, carbonato de calcio, almidén de papa o mandioca, acido alginico,
ciertos silicatos y carbonato de sodio, (5) agentes retardadores de solucion tal como, parafina, (6)
aceleradores de absorcidon tal como, compuestos de amonio cuaternario, (7) agentes humectantes tal
como, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol, (8) absorbentes tal como, caolin y arcilla bentonita, (9)
lubricantes tal como, talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles solidos,
laurilsulfato de sodio o sus mezclas y (10) agentes colorantes. En el caso de cépsulas, comprimidos y
pastillas, las composiciones farmacéuticas pueden comprender agentes amortiguadores. Las
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composiciones sdlidas de tipo similar también se pueden emplear como rellenos en capsulas de gelatina
blanda y dura por medio del uso de excipientes tales como lactosa o azucares de leche, asi como
polietilenglicoles de alto peso molecular y similares.

Las formas de dosis liquidas para administracion oral incluyen, emulsiones, microemulsiones,
soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas del ingrediente
activo, las formas de dosis liquidas pueden contener diluyentes inertes cominmente usados en la técnica,
tales como, agua u otros solventes, agentes solubilizantes y emulsionantes tal como, alcohol etilico,
alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo,
propilenglicol, 1,3—butilenglicol; aceites (en particular, aceites de semilla de algodén, mani, maiz, germen,
oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles y ésteres de acido graso de
sorbitanos, ciclodextrina y sus mezclas. Ademas de diluyentes inertes, las composiciones orales también
pueden incluir adyuvantes tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspension,
edulcorantes, saborizantes, colorantes, perfumantes, y conservantes.

Las suspensiones, ademas de los compuestos activos, pueden contener agentes de suspension,
tales como, alcoholes isotearilicos etoxilados, polioxietilen sorbitol y ésteres de sorbitano, celulosa
microcristalina, metahidroxido de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, y sus mezclas.

Las composiciones de la invencién se pueden administrar en forma tépica, sea en piel o las
membranas mucosas tales como las del cuello uterino y vagina. Esto ofrece la mayor oportunidad para la
administracion directa al tumor con la mas baja probabilidad de inducir efectos secundarios. Las
formulaciones topicas ademas incluyen uno o mas de la amplia variedad de agentes conocidos como
efectivos como potenciadores de la penetracion en piel o estrato corneo. Los ejemplos de estos son 201
pirrolidona, N-metil-2-pirrolidona, dimetilacetamida, dimetilformamida, propilenglicol, alcohol metilico o
isopropilico, dimetil sulfoxido, y azona. Los agentes adicionales se pueden incluir también obtener la
formulacion cosméticamente aceptable. Los ejemplos de estas son grasas, ceras, aceites, colorantes,
fragancias, conservantes, estabilizantes, y agentes activos de superficie. También se pueden incluir
agentes queratoliticos tales como los conocidos en la técnica. Los ejemplos son acido salicilico y azufre.

Las formas de dosis para administracion transdérmica o tépica incluyen polvos, spray,
unguentos, pastas, cremas, lociones, geles, soluciones, parches e inhalantes. Los presentes anticuerpos
se pueden mezclar en condiciones estériles con un portador farmacéuticamente aceptable y/o cualquiera
de los conservantes, amortiguadores o propelentes, segun sea necesario. Los unglientos, pastas, cremas
y geles pueden contener, ademas de un anticuerpo, excipientes, tales como grasas animales y vegetales,
aceites, ceras, parafinas, almidon, tragacanto, derivados de celulosa, polietilenglicoles, siliconas,
bentonitas, acido silicico, talco y 6xido de zinc, o sus mezclas.

Los polvos y spray pueden contener, ademas de un anticuerpo, excipientes tales como lactosa,
talco, acido silicico, hidroxido de aluminio, silicatos de calcio y polvo de poliamida, o las mezclas de estas
sustancias. Los sprays contienen adicionalmente propelentes habituales tales como
clorofluorohidrocarbonos e hidrocarburos no sustituidos volatiles, tales como butano y propano.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion parenteral pueden
comprender uno o mas anticuerpos en combinacibn con una o mas soluciones, dispersiones,
suspensiones o emulsiones acuosas 0 no acuosas isoténicas, estériles y farmacéuticamente aceptables o
polvos estériles que se pueden reconstituir en soluciones o dispersiones inyectables, estériles
inmediatamente antes de usar, que pueden contener antioxidantes, buffer, bacteriostaticos, solutos que
convierten a la formulacién en isotdnica con la sangre del receptor deseado o agentes de suspensién o
espesantes. Los ejemplos de portadores acuosos y no acuosos adecuados que se pueden emplear en las
composiciones farmacéuticas de la invencion incluyen agua, etanol, polioles (tal como glicerol,
propilenglicol, polietilenglicol, y similares), y sus mezclas adecuadas, aceites vegetales, tales como aceite
de oliva, y ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo y ciclodextrinas. La fluidez apropiada
se puede mantener, por ejemplo, por el uso de materiales de revestimiento, tales como lecitina, por el
mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de las dispersiones, y por el uso de
tensioactivos.

Estas composiciones también contener adyuvante, tales como conservantes, agentes
humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la accion de los
microorganismos se puede asegurar por la inclusion de varios agentes antibacterianos y antifingicos, por
ejemplo, parabeno, clorobutanol, acido fenol sérbico, y similares. También puede ser conveniente incluir
agentes isotonicos, tales como azucares, cloruro de sodio, y similares en las composiciones. Ademas, la
absorcién prolongada de la forma farmacéutica inyectable se puede producir por la inclusién de agentes
que retrasan la absorcion, tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

Las formas inyectables en depésito se obtienen por la formaciéon de matrices microencapsuladas
de uno o mas anticuerpos en polimeros biodegradables tales como polilactido-poliglicélido. De acuerdo
con la relacion del farmaco al polimero, y la naturaleza del polimero particular empleado, se puede
controlar la velocidad de liberacion del farmaco. Los ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen
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poli(ortoésteres) y poli(anhidridos). Las formulaciones en depésito inyectables también se preparan por la
captacién del farmaco en los liposomas o microemulsiones que son compatibles con el tejido corporal.

Las formulaciones para administracion intravaginal o rectal se pueden presentar como
supositorios, que se pueden preparar por la mezcla de uno o mas compuestos de la invencién con uno o
mas excipientes o portadores no irritantes adecuados que comprende, por ejemplo, manteca de cacao,
polietilenglicol o una cera de supositorio o un salicilato que es sélido a temperatura ambiente pero liquido
a temperatura corporal y en consecuencia se funden en la cavidad corporal y liberan alli el agente activo.

EJEMPLIFICACION

A continuacion la invencion se describe en forma general, la que se entendera mas facilmente
con referencia a los siguientes ejemplos, que se incluyen solo para fines de ilustracion de ciertos aspectos
y realizaciones de la invencion. Cabe mencionar que los anticuerpos 47, 57, 85L, 85H, 91, 98, 121, 131y
138 no se incluyen dentro del ambito de la invencion.

Ejemplo 1. Efecto de anticuerpos policlonales de Efrina B2 y EphB4 sobre el crecimiento de las
células tumorales

Dos anticuerpos policlonales EphB4 (H-200 y N-19) se adquirieron en Santa Cruz Biotech (Santa
Cruz, CA). El anticuerpo H-200 (también llamado sc-5536) tiene una region epitdpica que corresponde a
los aminoacidos 201-400 dentro de un dominio extracelular del EphB4 humano, mientras que el
anticuerpo N-19 (también llamado sc-7285) tiene una regién epitopica dentro de un dominio extracelular
N-terminal del EphB4 humano. Ademas, un anticuerpo policlonal Efrina B2 se adquirié en R&D Systems
(Minneapolis, MN).

Tres lineas celulares de mesotelioma (H28, H2052, y H2373) se obtuvieron del ATCC
(Manassas, VA) y se usaron para analizar las actividades anti-tumorales de estos anticuerpos policlonales
EphB4 y Efrina B2. Estas células (aproximadamente 5.000 células/ pocillo) se sembraron en placas de 48
pocillos, y se trataron el dia siguiente con diferentes concentraciones de cada anticuerpo. El ensayo de
viabilidad celular (MTT) se realizé en el dia 4. Los efectos de los anticuerpos policlonales EphB4 y Efrina
B2 | sobre el crecimiento de las células tumorales se mostraron en la Figura 6.

Ejemplo 2. Efecto de los anticuerpos monoclonales EphB4 sobre la angiogénesis y el crecimiento

tumoral
A. Generacion y analisis funcional de los anticuerpos EphB4

Anticuerpos monoclonales anti-EphB4 se originaron en ratones contra el dominio extracelular
(ECD) de EphB4. Un EphB4ECD (ver, por ejemplo, Figura 5) se cloné en los vectores de expresién (por
ejemplo, pGEX) para generar las proteinas de fusion de EphB4ECD (por ejemplo, GST-ECD). La proteina
de fusion de EphB4ECD expresada en E. coli BL21 se purificé por cromatografia de afinidad. En el caso
de las proteinas de fusién GST, el dominio GST se escindié con trombina. El anticuerpo monoclonal se
purifico a partir de los sobrenadantes del hibridoma por cromatografia de Proteina A.

Estos anticuerpos monoclonales incluyen los anticuerpos EphB4 Nos. 1, 23, 35, 47, 57, 79, 85L,
85H, 91, 98, 121, 131, y 138 (Figura 5). Los estudios de mapeo de anticuerpos mostraron el dominio
epitopico para cada uno de estos anticuerpos (Figura 5). Se analizé la afinidad de uniéon de cada
anticuerpo EphB4 y se mostré en la Figura 7.

Se realizaron otros experimentos para analizar las actividades funcionales de estos anticuerpos,
que incluyen las capacidades para competir con su compariero de union tal como Efrina B2, para activar
la fosforilacion de tirosina de EphB4, para inhibir la formacion de tubos in vitro en HUAEC, para inhibir la
angiogénesis in vivo por el ensayo del tapdn de matrigel, para estimular la apoptosis o necrosis en células
de tumor SCC15 y para inhibir el crecimiento del xenotrasplante de SCC15. Los resultados se sintetizan
en la siguiente Tabla 1.

Tabla 1. Una sintesis de actividades de los anticuerpos EphB4.

Num| Activacion de Inhibicion Inhibicion | Inhibiciéon de la | Estimulacion | Inhibicion |Subclase
del de Ab
fosforilacion de | de la interaccion de la angiogénesis in |de apoptosis 0| crecimiento
Ab. tirosina de de EphB4/  |formacion de vivo necrosis en | del xeno!
EphB4 . tubos in vitro células de trasplante
Efrina B2 en HUAEC | (ensayodel |tumor SCC15 | de SCC15
tapon de
matrigel)
1 - + + Nd N Nd IgG2b

17




10

15

20

25

30

ES 2358432 T3

23 - + + + AN -- IgG2b
35 - + + Nd AN - IgG2b
47 - - + - Nd + 1gG3
57 - - -- - Nd + 1gG3
79 - + - Nd AN - 1gG1
85L + - - - Nd - IgG2b
85H - - -- Nd Nd Nd IgG2b
91 + - - Nd - Nd 1gG2a
98 - - + + Nd Nd IgG2a
121 + - - Nd Nd - 1gG1
131 + -- + Nd Nd + 19G1
138 - - + + AN + IgG2b

Nd = no determinado (no se proporcionan datos)
-- = sin efecto claro

+ = efecto claro

A = apoptosis

N = necrosis

A,N = apoptosis y necrosis

El efecto de estos anticuerpos sobre la angiogénesis se analizd adicionalmente en el ensayo de
microbolsa de cérnea de ratén. Por ejemplo, el anticuerpo EphB4 Num. 138 inhibié significativamente la
angiogénesis como se muestra en la Figura 8.

Un ejemplo representativo se muestra en la Figura 9 para ilustrar las actividades antitumorales
de los anticuerpos Eg)hB4 sintetizados en la Tabla 1. A los ratones desnudos BalbC se inyectaron por via
subcutanea 2,5 x 10” células tumorales viables (SCC15, una linea de células escamosas de carcinoma de
cabeza y cuello). Los tumores se iniciaron en los ratones nu/un por la inyeccion de 2,5-5x10° células
premezcladas con matrigel y factores de crecimiento, y los Ab por via subcutanea para iniciar los
xenoinjertos del tumor. Los ratones se abrieron 14 dias después de las inyecciones. SCC15 es una linea
de células escamosas de carcinoma de cabeza y cuello, B16 es una linea celular de melanoma, y MCF-7
es una linea celular de carcinoma de mamas. Las respuestas de los tumores a estos tratamientos se
compararon con los ratones tratados con control, que recibieron inyecciones de PBS. Los animales se
observaron diariamente en cuanto al crecimiento tumoral y los tumores subcutaneos se midieron por el
uso de un calibre cada 2 dias. Los anticuerpos #1 y #23 mostraron regresion significativa del tamafio del
tumor SCC15 en comparacion con el control, especialmente sin factor de crecimiento adicional afiadido, lo
que indica que los anticuerpos EphB4 inhibieron el crecimiento tumoral in vivo de las células SCC15.

Otro experimento representativo se muestra en la Figura 10 para ilustrar las actividades anti(!
tumorales y anti-angiogénesis de los anticuerpos EphB4 sintetizados en la Tabla 1. La angiogénesis se
evaludé por inmunohistoquimica CD-31. Las secciones de tejido tumoral de los ratones tratados y no
tratados se colorearon para CD31. La apoptosis se evalué por TUNNEL inmunohistoquimica, y
proliferacion por el ensayo BrdU. Después de la extirpacion quirirgica, los tumores se cortaron
inmediatamente en secciones seriadas de 2 mm y se incluyeron en parafina por medio del uso de
procedimientos estandares. El tejido incluido se corté en secciones de 5 pm, se extrajo la cera y el tejido
se rehidratd. Los tejidos rehidratados se irradiaron con microondas en solucién de recuperacion de
antigeno. Las secciones se lavaron en PBS, y se afiadieron la mezcla de reaccion TUNNEL (solucion de
desoxinucleotidil transferasa terminal y nucleétido marcado con fluoresceina) y BrdU en una camara
himeda completamente protegida de la luz. La solucién de reaccion TUNNEL y BrdU se retiraron a
continuacion, se lavaron las secciones y se afiadié anticuerpo anti-fluoresceina conjugado con peroxidasa
de rabano picante. Después de la incubacion y el lavado, se afiadié 3,3'-diaminobenzidina. Se utilizd
también Masson Tricrémica y Hematoxilina y Eosina para tefiir las seciones a fin de visualizar la
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morfologia. Masson Tricromica permite visualizar necrosis y fibrosis. El tumor recibe soporte sanguineo de
los margenes tumor/piel, musculo. A medida que el tumor crece, las regiones interiores se agotan de
nutrientes. Esto conduce a necrosis (muerte celular), preferentemente en el centro del tumor. Después de
que las células mueren, el tejido (tumor) es reemplazado por tejido fibroblastico. Las secciones se
visualizaron bajo magnificacién de 20 veces con obtencidon de imagenes digitales. Se obtuvo una
morfologia diferente en los tumores de SCC con cada anticuerpo administrado. Ab #1 mostré un
incremento en la necrosis y la fibrosis, pero no en la apoptosis. Ab #23 mostré6 un aumento en la
apoptosis, necrosis y fibrosis y una disminucion en la infiltracion de los vasos. Ab #35 mostré un aumento
en la necrosis y fibrosis, y un pequefio aumento en la apoptosis y una disminucion en la infiltracién de los
vasos. Ab #79 mostré un gran aumento en la apoptosis, y necrosis y fibrosis. Ab #91 no mostré cambios
en la apoptosis, pero un aumento en la proliferacion. Y Ab #138 mostr6 un aumento en la apoptosis,
necrosis, fibrosis y una disminucién en la proliferacion y la infiltracion de los vasos. Los tumores tratados
con PBS control mostraron la densidad tumoral abundante y una respuesta angiogénica robusta. Los
tumores tratados con los anticuerpos EphB4 mostraron una disminucién en la densidad de las células
tumorales y una marcada inhibicién de la angiogénesis del tumor en regiones con células tumorales
viables, asi como necrosis y apoptosis tumorales. Estos resultados muestran que los anticuerpos EphB4
causaron apoptosis, necrosis y disminucion de la angiogénesis en carcinoma de cabeza y cuello tipo de
tumor SCC15.

Otro experimento representativo se muestra en la Figura 11 para ilustrar la actividad antitumoral
de los anticuerpos EphB4 sintetizados en la Tabla 1. El tratamiento de dia alternado con el anticuerpo
EphB4 monoclonal o un volumen igual de PBS como control se inicié en el dia 4, después de que los
tumores se han establecido, y continué durante 14 dias. La administracion sistémica se administré IP o
SC sin diferencia significativa. Todos los experimentos se realizaron de una manera doble ciego para
eliminar el sesgo del investigador. Los ratones se sacrificaron en la conclusion del periodo de tratamiento
de dos semanas. Los tumores se recolectaron inmediatamente postmortem y se fijaron y procesaron por
inmunohistoquimica. Se administraron anticuerpos EphB4 a razén de 40 mg por kg de peso corporal. El
tratamiento con el anticuerpo EphB4 inhibioé significativamente el crecimiento del tumor SCC humano en
comparacion con los ratones tratados con control (p<0,05). El tratamiento con el anticuerpo EphB4 inhibio
significativamente el peso del tumor humano en comparacién con los ratones tratados con control
(p<0,05). Estos resultados muestran que la administracion sistémica de los anticuerpos sobre los
xenoinjertos llevé a la regresion del tumor en los xenoinjertos del tumor SCC15.

Ejemplo 3. Materiales y procedimientos

1) Inmunohistoquimica

Las secciones de tejido fijadas con formalina se desparafinaron y se incubaron con 10% de suero
de cabra a -70 °C durante 10 minutos y se incubaron con el anticuerpo EphB4 monoclonal 4 °C durante la
noche. La IgG de conejo especifica del isotipo se us6 como control. La inmunorreactividad para estos
receptores fue revelada por el uso un kit de avidina-biotina de Vector Laboratories. La actividad de
peroxidasa se revel6 con la reaccion histoquimica de diaminobenzidina (Sigma). Los portaobjetos
posteriormente se tifid con contraste con 0,12% de azul de metileno o H&E. Para las secciones
congeladas, los tejidos incluidos en OCT se cortaron en secciones de 5 pm y se fijaron en
paraformaldehido 4% regulado con fosfato. Las secciones se lavaron durante 3 x 5 min en PBS y se
bloqueé la peroxidasa enddégena por incubaciéon en 0,3% de H2,O2 en PBS durante 10 min a temperatura
ambiente. Las secciones se incubaron con anticuerpo Eph4 (C-16) (1:50) durante 1 h a temperatura
ambiente seguido por tres lavados en PBS y la incubacion con anticuerpo secundarios anti-cabra de burro
(Santa Cruz Biotech.) durante 1 h a temperatura ambiente. Después de tres lavados en PBS, la actividad
de peroxidasa se localizé por la incubacion en solucién de sustrato de DAB (Vector Laboratories, Inc.
Burlingame CA) durante 10 min a temperatura ambiente. Las secciones se tifieron por contraste con
hematoxilina durante 20 s, se deshidrataron y montaron. El control negativo para la tincién fue la
sustitucion de suero de cabra normal para el anticuerpo primario.

2) Transferencia Western

Los lisados de célula completa se prepararon por el uso de buffer de lisis celular (GeneHunter,
Basgvukke TN) suplementado con el céctel inhibidor de proteasa (Pierce, Rockford IL), a menos que se
indique lo contrario. La proteina total se determin6 por el uso del sistema de reactivo DC (Bio-Rad,
Hercules CA). Normalmente, 20 ug de lisado de célula completa se corrieron en un gel de gradiente 4[]
20% de Tris-Glicina. Las muestras se electro-transfirieron a la membrana de PVDF y se bloqued la union
no especifica en el buffer TBST (0,5 mM de Tris-HCI, 45 mM de NaCl, 0,05% de Tween-20, pH 7,4) que
contiene 5% de leche no grasa. Las membranas primero se probaron con anticuerpo primario durante
toda la noche, se extrajeron con buffer de extraccion de transferencia Western Restore™ (Pierce,
Rockford IL) y se probaron nuevamente con B-actina para confirmar la carga equivalente y la transferencia
de proteina. La sefial se detectd por el uso de sustrato de méxima sensibilidad SuperSignal West Femto
(Pierce).
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3) Andlisis de fosforilacién de la tirosina quinasa

Las células que crecen en placas de 60 mm se privaron de suero (1% de RPMI 1640
suplementado con FBS, 24 horas) o se cultivaron en condiciones normales (10% FBS) y posteriormente
se trataron con o sin 1 pg/ml de efrina B2/Fc de raton durante 10 min para activar el receptor de EphB4.
Los lisados celulares clarificados se incubaron con el anticuerpo EphB4 monoclonal durante toda la noche
a 4 °C. El complejo de antigeno-anticuerpo se inmunoprecipité con la adiciéon de 100 ul de Proteina G-
Sefarosa en 20 mM de fosfato de sodio, pH 7,0 con incubacién durante toda la noche a 4 °C. Los
inmunoprecipitados se analizaron por Transferencia Western con anticuerpo especifico de fosfotirosina
(pTyr) (Upstate, clon 4G10) a una dilucién de 1:1000 diluciéon seguido por la incubaciéon con proteina G[J
HRP (Bio-Rad) a una dilucién de 1: 5000. Para controlar la eficiencia de inmunoprecipitacion, se probd
una membrana duplicada con anticuerpo monoclonal especifico de EphB4.

4) Cultivo celular

Las HUVEC normales se obtuvieron de Cambrex (BioWhittaker) y mantuvieron en medio EBM2
suplementado con 0,1 mg/ml de suplemento de crecimiento endotelial (extracto crudo de cerebro bovino),
penicilina (50 U/ml), estreptomicina (50 U/ml), 2 mmol/l de glutamina y 0,1 mg/ml de heparina sédica. Las
alicuotas de células se conservaron congeladas entre los pasajes 1 y 3. En todos los experimentos, se
usaron HUVEC de los pasajes 4 o inferiores y se recolectaron de una placa confluente.

Las lineas celulares de mesotelioma NCI H28 y NCI H2373 se obtuvieron de ATCC (Manassas,
VA). Las células se mantuvieron en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal
inactivado por calor (FBS; Life Technologies, Gaithersburg, MD) y antibiéticos. Las células primarias se
obtuvieron de la efusién pleural de pacientes con mesotelioma.

5) Ensayo de formacion de tubo celular endotelial

Se coloco Matrigel (60 uyl de 10 mg/ml; Collaborative Lab, Cat. Num. 35423) en cada pocillo de
una placa de 96 pocillos enfriada en hielo. La placa se dej6 asentar a temperatura ambiente durante 15
minutos, posteriormente se incubd a 37 °C durante 30 minutos para permitir la polimerizacion del Matrigel.
Mientras tanto, se prepararon células endoteliales de la vena umbilical humana en EGM-2 (Clonetic, Cat.
Num. CC3162) a una concentracion de 2x10° células/ml. Las células (500 pl) y el anticuerpo de ensayo
EphB4 se mezclaron y 200 pl de esta suspension se colocaron por duplicado sobre el Matrigel
polimerizado. Después de 24 h de incubacioén, se tomaron fotos por triplicado para cada concentracion por
el uso de un sistema de analisis de imagen Bioquant. El efecto de la adicién de proteina (ICsp) se evalud
en comparacion con los controles no tratados por la medicidn de la longitud de las cuerdas formadas vy el
numero de uniones.

6) Ensayo de migracion celular

Se evalu6 la quimiotaxis de las HUVEC al VEGF por el uso de una camara de Boyden
modificada, dispositivos de filtro de membrana trans-pocillo en placas de 24 pocillos, 6,5 mm didmetro, 8
um de tamafio de poro, matrigel revestido de 10 ym de espesor, membranas de policarbonato (BD
Biosciences). Las suspensiones celulares de HUVEC (2x 10° células/ml) en 200 ul de EBM se sembraron
en la camara superior y los anticuerpos EphB4 de ensayo se afiadieron simultdneamente con estimulante
(VEGF o bFGF) al compartimiento inferior de la camara y se investigé su migracion a través de un filtro de
policarbonato en respuesta a 10-20 ng/ml de VEGF con o sin 100 nMm™’ UM de compuesto de ensayo.
Después de la incubacion durante 4-24 horas a 37 °C, la superficie superior del filtro se raspé con el
hisopo y los filtros se fijaron y se colorearon con Diff Quick. Se contaron 10 campos al azar a 200 x de
aumento y los resultados se expresan como media # por campo. Los valores de control no estimulado
negativo se sustrajeron del control estimulado y los valores de la muestra tratada con proteina y los datos
se graficaron como promedio de células migradas + S.D. La ICso se calculé6 a partir de los datos
graficados.

7) Ensayo de inhibicién de crecimiento

Se sembraron HUVEC (1,5 x10° células) en una placa de 96 pocillos en 100 yl de EBM-2
(Clonetic, Cat. Num. CC3162). Después de 24 horas (dia 0), el anticuerpo EphB4 de ensayo se afiade a
cada pocillo a la concentracién deseada en el medio EBM-2. En el dia 0, una placa se tifié con 0,5% de
violeta cristal en 20% de metanol durante 10 minutos, se lavd con agua, y se seco al aire. Las placas
restantes se incubaron durante 72 h a 37 °C. Después de 72 h, las placas se tifieron con 0,5% de violeta
cristal en 20% de metanol, se lavaron con agua, y se secaron al aire. La coloracion se eluyé con 1:1
solucion de etanol: 0,1 M de citrato de sodio (que incluye la placa del dia 0), y se midié la absorbancia a
540 nm con un lector ELISA (Dynatech Laboratories). Se sustrajo la absorbancia del Dia 0 de las placas
de 72 horas y los datos se grafican como porcentaje de la proliferacion del control (células tratadas con
vehiculo). El valor de ICsp se calculd a partir de los datos graficados.

8) Ensayo murino de angiogénesis con tapon de Matrigel
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Se ensayd la angiogénesis in vivo en los ratones como crecimiento de vasos sanguineos del
tejido subcutaneo en una muestra de ensayo que contiene un tapén de Matrigel. Matrigel se forma
rapidamente a partir de un gel sdélido a temperatura corporal, que atrapa los factores para permitir la
liberacion lenta y la exposicion prolongada a los tejidos circundantes. Matrigel (8,13 mg/ml, 0,5 ml) en
forma liquida a 4 °C se mezcld con suplemento de crecimiento celular endotelial (ECGS), anticuerpos de
ensayo EphB4 mas ECGS o Matrigel mas vehiculo solo (PBS que contiene 0,25% de BSA). Se inyecto
Matrigel (0,5 ml) en el tejido subcutaneo abdominal de ratones nu/nu hembra (6 semanas) a lo largo de la
linea media peritoneal. Habia 3 ratones en cada grupo. Los animales se cuidaron de acuerdo con las
pautas institucionales y NIH. En el dia 6, los ratones se sacrificaron y se recuperaron los tapones y se
procesaron para histologia. Normalmente, se extrajo la piel suprayacente, y los geles se cortaron por
retencion del revestimiento peritoneal para soporte, se fijaron en 10% de formalina regulada en PBS y se
incluyeron en parafina. Se cortaron secciones de 3 ym y se tifieron con H&E o tincion tricrémica de
Masson y se examinaron bajo microscopio éptico.

9) Ensayo de microbolsa corneal en ratén

Se realiz6 el ensayo de microbolsa corneal en ratéon de acuerdo con lo detallado por Kenyon et
al.,, 1996. Brevemente, los pellets de hydron (polihidroxietiimetacrilato [poliHEMA], Interferon Sciences,
New Brunswick, NJ, U.S.A.) que contiene 90 ng de bFGF (R&D) o 180 ng de VEGF (R&D Systems,
Minneapolis, MN, U.S.A.) y se prepararon 40 ug de sulfato de aluminio sacarosa (Sigma). Por el uso de
un microscopio operativo, se realizé una queratotomia lineal estromatica con un bisturi (Bard-Parker no.
15) paralelo a la insercion del musculo recto lateral de un animal anestesiado. Se diseccion6 una
microbolsa intraestromal mediante una cuchilla von Graefe modificada (2-30 mm). Se implanté un pellet
unico y se avanzo hacia el limbo corneal temporal (dentro de 0+7+1+0 mm para los pellet de bFGF y 05
mm para los pellet de VEGF). Se determind que la diferencia en la localizacion del pellet para cada factor
de crecimiento es necesaria dada la estimulaciéon angiogénica relativamente mas débil del VEGF en este
modelo. El ungliento antibidtico (eritromicina) posteriormente se aplico al ojo operado para evitar la
infeccion y reducir las irregularidades de la superficie. Se midi6 la posterior respuesta vascular que se
extiende desde la vasculatura del limbo hacia el pellet y la zona de la circunferencia contigua de
neovascularizacion. Los datos y las fotos clinicas aqui presentados se obtuvieron en el dia 6 después de
la implantacion del pellet, que se hall6 es el dia de la maxima respuesta angiogénica.

10) Ensayo de invasion in vitro

Los dispositivos de cultivos celular de 9 mmm revestidos de matriz “Matrigel" (tamafio de poro, 8
um; Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) se colocaron en una placa de 24 pocillos. Las células HUVEC
se sembraron a una densidad de 5x10° células por pocillo en la capa superior del inserto de cultivo y se
cultivaron con EBM libre de suero en presencia de los anticuerpos EphB4 de ensayo durante 24 h. El
Grupo control se cultivd en el mismo medio sin anticuerpos EphB4. Posteriormente 0,5 ml de la linea
celular SCC15 humana, en medio acondicionado se cargaron en la capa inferior del inserto de cultivo
como una quimioatrayente. Las células se incubaron durante 24 h, posteriormente las células restantes de
la capa superior se limpiaron con algodon y las células que penetran en la capa inferior se fijaron con 5%
de glutaraldehido y se tifieron con Diff Quick. La cantidad total de células que pasaron a través de la
matriz de Matrigel y cada poro de uym del inserto del cultivo se contaron por medio del uso de microscopia
optica y se designé como un indice de invasion (ndmero de células/area).

11) Crecimiento del tumor SCC15 en los ratones

Se inyectan por via subcutédnea una linea celular de carcmoma de células escamosas de cabeza
y cuello en crecimiento logaritmico SCC15, a una densidad de 5X 10° células; con o sin el anticuerpo de
ensayo EphB4 en presencia o ausencia de bFGF humano, en ratones desnudos atimicos Balb/c, junto
con membrana basal sintética Matrigel (BD Bioscience) (1:1 v/v), y se examina los tumores dentro de 2
semanas. Los volumenes del tumor en el grupo de anticuerpo de ensayo EphB4, en presencia y ausencia
de factor de crecimiento después de la implantacion fueron tres veces mas pequefios que los del grupo
vehiculo. No hubo diferencia en el peso corporal entre los grupos. El examen inmunohistoquimico de las
secciones transversales de los tumores extirpados y la apoptosis o necrosis positiva a TUNEL, se
realizaran la inmunotincién CD34, y la velocidad de proliferaciéon BrdU, después de desparafinar,
rehidratar e inactivar la actividad de peroxidasa endogena, y después de 10 min de permeabilizaciéon con
proteinasa K. También se realizara la evaluacion cuantitativa de densidades vasculares. La administracion
intratumoral local o la administracion IV del anticuerpo de ensayo EphB4 también se realizaran dos veces
por semana.

Se inyectaron 30 ratones desnudos atimicos, BALB/c (nu/nu) con 1 x 10° células de melanoma
B16 con 0,1 ml de PBS mezclado con 0,1 ml de matrigel o 1,5 x 10° células de SCC15 resuspendidas en
200 pl de medio libre de suero DMEM vy se inyectaron por via subcutdnea en el dia 0 en la region del
hombro derecho de los ratones. Los anticuerpos de ensayo EphB4 se inyectaron por via intravenosa o
subcutanea, alrededor del tumor que comienza el dia 1 a una dosis inicial de 4 pg/mg, con inyecciones
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semanales de 2 pg/mg (10 pg/g, 50 pg/kg/dia), y a 2 semanas pos-inoculacion. Los ratones se sacrifican
en el Dia 14. Los ratones control recibieron 50 pl de PBS cada dia.

12) Formacion del tumor en ratones desnudos

Todos los animales se trataron con protocolos aprobados por los comités institucionales de
cuidado de animales. Las células de cancer (5 x 106) se inocularon por via subcutanea en la piel dorsal de
los ratones desnudos. Cuando el tumor habia crecido a un tamafio de aproximadamente 100 mm?®
(usualmente tardé 12 dias), se inyectd el anticuerpo de ensayo EphB4 por via intraperitoneal o
subcutanea una vez/dia y la tumorigénesis se controlé durante 2 semanas. El volumen del tumor se
calculé de acuerdo con la formula a® x b, en la que a y b son los didmetros menor y mayor,
respectivamente. Se us6 una prueba de Student para comparar los volumenes del tumor, con P < 0,05
considerada significativa

13) Cuantificacion de densidad microvascular

Los tumores se fijaron en 4% de formaldehido, se incluyeron en parafina, cortaron en secciones
de 5 ym, y se tifieron con hematoxilineosina. La densidad vascular se semicuantificé por medio del uso de
un analizador de imagen basado en computadora (cinco campos por seccién de tres ratones en cada
grupo).
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado o la porcidon de unién al antigeno del mismo que se une a un epitope
situado dentro de los aminoacidos 16-198 de la secuencia de EphB4 de la Figura 1, que inhibe la
interaccion entre EphB4 y Efrina B2, y que promueve la apoptosis en una célula tumoral.

2. El anticuerpo aislado o la porcién de unién al antigeno del mismo de la reivindicacion 1, que
inhibe la unién de EphB4 a la porcién extracelular de EfrinaB2.

3. El anticuerpo aislado o la porciéon de union al antigeno del mismo de cualquier reivindicacion
precedente, que inhibe la formacién de dimeros o multimeros de EphB4

4. El anticuerpo aislado o la porcién de unién al antigeno del mismo de cualquier reivindicacion
precedente, que inhibe la autofosforilacion estimulada por EfrinaB2 de EphB4.

5. El anticuerpo aislado o la porciéon de union al antigeno del mismo de cualquier reivindicacion
precedente, que inhibe la formacion de tubos por las células endoteliales cultivadas, inhibe la
vascularizaciéon de un tejido in vivo, inhibe la vascularizacion del tejido implantado en la cérnea de un
animal, inhibe la vascularizaciéon de un tapén de tejido de Matrigel implantado en un animal, y/o disminuye
el crecimiento de un xenoinjerto tumoral humano en un ratén.

6. El anticuerpo aislado o la porciéon de union al antigeno del mismo de cualquier reivindicacion
precedente, que es un anticuerpo humanizado.

7. El anticuerpo aislado o la porciéon de union al antigeno del mismo de cualquier reivindicacion
precedente, que comprende al menos una porcion de CDR derivada del anticuerpo 023 expresada por
una célula huésped que tiene la designacion de depdsito de ATCC Num. PTA-6208.

8. El anticuerpo de cualquier reivindicacion precedente, que es un anticuerpo monoclonal.

9. El anticuerpo de la reivindicacion 8, en el que el anticuerpo monoclonal es clinicamente
aceptable para la administraciéon a un ser humano.

10. El anticuerpo aislado o la porcién de union al antigeno del mismo de cualquier reivindicacion
precedente, que esta unida de modo covalente a un resto funcional adicional.

11. El anticuerpo aislado o la porcién de unién al antigeno del mismo de la reivindicacion 10, en
el que el resto funcional adicional es una marca.

12. El anticuerpo aislado o la porcion de union al antigeno del mismo de la reivindicacion 11, en
el que la marca es adecuada para la deteccién por un procedimiento seleccionado del grupo que consiste:
procedimientos de deteccion por fluorescencia, procedimientos de deteccidén por tomografia de emision de
positrones y procedimientos de deteccion por resonancia magnética nuclear.

13. El anticuerpo aislado o la porcién de unién al antigeno del mismo de la reivindicacion 12, en
el que la marca se selecciona del grupo que consiste en una marca fluorescente, una marca radiactiva y
una marca que tiene una caracteristica de resonancia magnética nuclear distintiva.

14. El anticuerpo aislado o la porcién de union al antigeno del mismo de la reivindicacion 10, en
el que el resto funcional adicional confiere aumento de la vida media sérica del anticuerpo o la porcion de
union al antigeno del mismo.

15. El anticuerpo aislado o la porcién de unién al antigeno del mismo de la reivindicaciéon 14, en
el que el resto funcional adicional comprende un resto de polietilenglicol (PEG).

16. El anticuerpo aislado o la porcién de union al antigeno del mismo de cualquier reivindicacion
precedente, en el que el anticuerpo es expresado por una célula huésped que tiene designacion del
depdsito de ATCC Num. PTA-6208.

17. Una preparacion farmacéutica que comprende el anticuerpo aislado o la porcién de unién al
antigeno del mismo de cualquier reivindicacion precedente.

18. Un anticuerpo aislado o la porcién de unién al antigeno del mismo de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 16 para usar en medicina.

19. El anticuerpo aislado o la porcién de unién al antigeno del mismo de la reivindicacién 18 para
usar en el tratamiento del cancer de un paciente.

20. El anticuerpo aislado o la porcion de unién al antigeno del mismo de la reivindicacion 19, en
el que el paciente esta diagnosticado con un cancer seleccionado del grupo que consiste en carcinoma de
colon, tumor de mama, mesotelioma, tumor de préstata, carcinoma de células escamosas, sarcoma de

23



10

15

ES 2358432 T3

Kaposi, y leucemia.

21. El anticuerpo aislado o la porcidon de unién al antigeno del mismo de la reivindicacion 19 o
reivindicacion 20, en el que el anticuerpo aislado o una porcién de unién al antigeno del mismo es para la
administracion sistémica.

22. El anticuerpo aislado o la porcidon de unién al antigeno del mismo de la reivindicacion 19 o
reivindicacion 20, en el que el anticuerpo aislado es para administracion local.

23. El anticuerpo aislado o la porcion de unién al antigeno del mismo de la reivindicacion 18 para
usar en la inhibicion de la angiogénesis en un paciente.

24. El anticuerpo aislado o la porcién de unién al antigeno del mismo de la reivindicacion 23, en
el que el paciente esta diagnosticado con degeneracion macular.

25. El uso de un anticuerpo aislado o la porcion de unién al antigeno del mismo que se reivindica
en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19 para la fabricacion de un medicamento para tratar cancer en
un paciente o tratar la angiogénesis en un paciente.

26. El uso que se reivindica en la reivindicacion 25, modificado por las caracteristicas de
cualquiera de las reivindicaciones 20-22 y 24.

27. Un hibridoma que produce un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16.

28. El hibridoma de la reivindicacion 27, que tiene designacién de depdsito de ATCC Num. PTAD
6208.
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Figura 1: secuencia y estructura del precursor del receptor de EphB4 humano
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Figura 2: ARNm de EphB4
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3181
3241
3301

ctecggeeccgg
ctcagecccoc
cgtcttgctg
cgeogegogge
catgggcccg
cccagggaga
gagtgaggceg
ttggaagaga
ccteaggtgg
cgcacctacg
ggttaggtco
gagtgectgt
tatgagageg
atcaaggtgg
acogggaagd
ctggecttec
aagtgcgcec
gttgtgoceg
agcctctact
gctecggagt
ttecaagececee
accattggat
cggggktgeac
ggctectece
acctacgecc
gacctgactk
ctacgteetg
gecacgggge
gecagtgtetg
gttecccoggg
geoegagggkce
gggctgaagc
gggccctteg
gagcagctgg
attgtggtcg
gacaaacacyg
tatgaagacc
aagattgaag
geoccaggga
cggcageggce
atcatccgcc
atggagaacg
cagctegtgg
tacgtccacc
gtgtcotgact
agcteccctgg
aagttcactt
tttggggaga
gactaccgge
tgttggcaga
aagatgatcc
caccectekee
cttocgggoca
ttecgagebgg
ggacaccaga
accccgggtyg

Fig 2 continuacion
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cggcgcgagce
gcocecacceggyg
cgecgeooegcee
acagacgcgg
cgctgagggce
gtcagacctg
gcgocatgga
ccckgetgaa
acgggcagtg
aagtgtgtga
cacggogggyg
ceoctgecteg
atgcggacac
acacggtggc
tgaatgtcaa
aggaccaggg
agctgactgt
tggcecggtag
gcocogtgagga
tcgaggcagc
tgtcaggaga
cagccgtetg
cctgecaccac
tgecacctgga
tcegeotgecg
ttgaccococgg
acttcaccta
cegtececatt
acatccgggt
cacccagtgg
ccagcagegt
ggggagccag
gcoccaggaaca
cecctgattge
cagttctectg
gacagtatct
ctaatgagagc
aggtgattgg
agaaggagag
gtgagtttect
taggagggegt
gogococtgga
gcatgectgeg
gagacctggc
tbggeectktte
gaggaaagat
cocgocagtga
ggececgtactg
tgococcogee
aagaccggaa
ggaaccccgc
tggaccagcg
tcaaaatggg
tcageccagat
agaaaatctt
ggacaggagg

agagcecacte
gocgggacccc
cggcgeggcoc
ggccacactt
cccgacgagg
ggggggcgag
gckecgggtyg
cacaaaattg
ggaggaactg
cgtgeageogt
cgeogtecac
ggctgggego
ggcecacggcc
cgcggageak
gacgctgegt
tgectgeatg
gaacctgact
ctgegtggtg
tggccagtgg
tgaggggaac
agggtecctge
ccagtgeceoge
cectectbeg
atggagtgcc
ggagtgcecga
ccocogggac
tacctttgag
tgagecectgte
gacgecggtee
ggctgtgetg
goggttoctg
ctacctggtg
tcacagccag
gggcacggea
cctcaggaag
catcggacat
tgtgagggaa
tgocaggtgag
ctgtgtggea
gagecgaggeco
ggtcaccaac
ctecttectg
gggcatogog
tgotegcaac
cegattectg
tecccateocga
tgcctggagt
ggacatgage
cccagactgt
Egcooggecc
cagcctcaaa
gecagecktcac
aagatacgaa
ctctgctgag
ggccagtgtc
accggceceg
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cagggaggyay
gaggcccegy
actgccagca
ggcgcecgccyg
agtcoogoge
ggccccccaa
ctgctckget
gaaactgctg
agcggcctgg
geccocogggoc
gtgtacgecca
toctgoaagg
ctcacgeocag
cktcacccgga
ctgggaccgce
geectgetat
cgattccocegg
gatgeccgtec
gocgaacagc
accaagtgecc
cagccatgec
gtegggtact
gctcegegga
cococtggagt
cocggagget
cbtggtggagc
gkcacktgeat
aatgtcacca
tcacccageca
gactacgagg
aagacgtcag
caggtacggg
acccaactgy
gtcgtgggtg
cagagcaatg
ggtactaagg
tttgcaaaag
tttggcgagg
atcaagaccc
tccatcatgg
agcatgeceog
cggctaaacg
tcgggeatge
atcctagtca
gaggagaact
tggactgecec
tacgggattg
aatcaggacg
cccaccteeoe
cgcttecceo
ategtggeece
tactcagctt
gaaagttteg
gacctgcteo
cagcacatga
cagtactgac

gggagaccgc
agggaccoca
cgctceggge
cccggbgeee
ggagtategg
actcagttcg
gggctbegtt
atctgaagtyg
atgaggaaca
aggcccactg
cgctgegetk
agaccttcac
cctggatgga
agecgcectgg
tcagcaaggc
ccctgeoaccet
agactgtgcc
cogococtgyg
cggtcacggg
gagcctgtge
cagccaatag
tcegggecacg
gcgtggttte
ctggtggccg
cctgtgegoo
cctgggtggt
tgaacggggt
ctgaccgaga
gcttgagect
tcaaatacca
aaaaccgggc
cgegetetga
atgagagcga
tggtectggt
ggagagaagc
tctacatcga
agatcgatgt
tgtgeegggyg
tgaagggtgg
gecagttoga
teatgattet
acggacagtt
ggtaccttge
acagcaacct
cttecegatee
cggaggcecat
tgatgtggga
tgatcaatge
teccaccaget
aggtggtcag
gggagaatgg
ttggetetgt
cagccgetgg
gaatcggagt
agtcccaggce
ctgcaggaac

gagcggoegg
actccagcca
cocgeocgeoccg
cgcacgetcog
cgteccaceecg
gatcctacce
ggcegecaget
ggtgacattc
gcacagegkg
gottegeaca
caccatgctc
cgbettctac
gaacccctac
ggccgaggec
tggcttetac
cttctacaaa
tcgggagetg
ccoccagceocce
ctgcagctgt
coagggecaceo -
ccactctaac
cacagacccc
cogectgaac
agaggacctc
ctgcggggga
ggttcgaggg
atectcetta
ggtacctecct
ggectggget
tgagaagggc
agagctgcgg
ggeeggctac
gggctggcgg
cctggtggte
agaatattecg
ccccttecact
ctectacgte
gcggctcaag
ctacacggag
gcaccccaat
cacagagtte
cacagteate
cgagatgage
cgtctgcaaa
cacctacacg
tgecectbocgg
ggtgatgtea
cattgaacag
catgctggac
cgoccitggac
cggggectea
gggcgagtag
ctttggctce
cactctggeg
caagocggga
teoccecaccoe



3361
3421
3481
3541
3601
366l
3721
3781
3841
3501
3561
4021
4081
4141
4201

agggacaccyg
gbtgcecceget
ggatttgggg
tececagaccaa
gtgecccaaca
agaccaaaga
aagaaggggt
tgtcaccacc
ttcatattga
tgtttctteg
ttcactatgg
aacagtgcct
atgaaggggt
ggacgceggt
taaaagaaaa
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ccteoccecatt
ggattgcact
gttctgeccat
gggtgagggc
tctcoccagec
gagtgktgact
gtcagggccc
aaactcaatc
aggtttttga
tkttgttetr
ecteoectttge
tggtcatcce
gtggggtgag
gcttggaggg
tgggacgtgt

ttecggagea
ttgagccegt
aataggaggg
gcckttecct
teccecaggty
coccttgeecag
agtgacaaaa
atttttttee
gttttgtttt
ctaccgtect
ccaagttgaa
acatccoccocogyg
gtagktgaaaa
gttcttaaat
cccagctcca

27

gagtggggac
ggggtgagga
gaaaatcacc
caggactggg
ccececkteac
ctecagagtg
tcattggggt
cttgtaaatg
tggtcttaat
tgtcataact
acaggggccc
accccgeckg
gggcggtagt
tatatttaaa

ggggt

tcacagaggc
gttggcaatt
coccagecac
tgtgaccaga
cttgatgggt
ggggggctgt
ttgtagtccc
cecckteecce
ttttcteceoe
ttgtgttgga
atcatcaktgt
ggacccococaa
tggtggtgga
aaagtaactt

ccccageect
tggagagaca
ctcggggaac
ggaaaaggaa
gcgttoceoocge
cccagggggce
aacttgctgc
agctgctgece
gttecocttEt
gggaacctgt
ctgtttceag
gectgtgtect
acccagaaac
tttgtataaa
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Figura 3: Secuencia de aminoacidos de la proteina B4ECv3 (dominio extracelular de EphB4)

MELRVLLCWASLAAALEETLLNTKLETADLKWVTFPQVDGQWEELSG
LDEEQHSVRTYEVCEVOQRAPGQAHWLRTGWVPRRGAVHVYATLRFTM
LECLSLPRAGRSCKETFTVFYYESDADTATALTPAWMENPYIKVDTV
AAEHLTRKRPGAEATGKVNVKTLRLGPLSKAGFYLAFQDQGACMALL
SLHLFYKKCAQLTVNLTRFPETVPRELVVPVAGSCVVDAVPAPGPSP
SLYCREDGQWAEQPVTGCSCAPGFEAAEGNTKCRACAQGTFKPLSGE
GSCQPCPANSHSNTIGSAVCQCRVGYFRARTDPRGAPCTTPPSAPRS
VVSRLNGSSLHLEWSAPLESGGREDLTYALRCRECRPGGSCAPCGGD
LTFDPGPRDLVEPWVVVRGLRPDFTYTFEVTALNGVSSLATGPVPFE
PVNVTTDREVPPAVSDIRVTRSSPSSLSLAWAVPRAPSGAWLDYEVK
YHEKGAEGPSSVRFLKTSENRAELRGLKRGASYLVQVRARSEAGYGP
FGQEHHSQTQLDESEGWREQGSKRAILQIEGKPIPNPLLGLDSTRTG
HHHHHH .
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Figura 4: Secuencia de aminoacidos de la proteina B4ECV3NT (dominio extracelular de EphB4)

MELRVLLCWASLAAALEETLLNTKLETADLKWVTFPQVDGQWEELSG
LDEEQHSVRTYEVCEVQRAPGQAHWLRTGWVPRRGAVHVYATLRFTM
LECLSLPRAGRSCKETFTVFYYESDADTATALTPAWMENPYIKVDTV
AAEHLTRKRPGAEATGKVNVKTLRLGPLSKAGFYLAFQDQGACMALL
SLHLFYKKCAQLTVNLTRFPETVPRELVVPVAGSCVVDAVPAPGPSP
SLYCREDGOWAEQPVTGCSCAPGFEAAEGNTKCRACAQGTFKPLSGE
GSCQPCPANSHSNTIGSAVCQCRVGYFRARTDPRGAPCTTPPSAPRS
VVSRLNGSSLHLEWSAPLESGGREDLTYALRCRECRPGGSCAPCGGD
LTFDPGPRDLVEPWVVVRGLRPDFTYTFEVTALNGVSSLATGPVPFE
PVNVITTDREVPPAVSDIRVTRSSPSSLSLAWAVPRAPSGAWLDYEVK
YHEKGAEGPSSVRFLKTSENRAELRGLKRGASYLVQVRARSEAGYGP
FGQEHHSQTQLDESEGWREQGSKRAILQISSTVAAARV
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Figura 5: Sumario de topologia de EphB4 y sitio de unién del anticuerpo
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Fig 6A

Fig 6B
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Efecto del anticuerpo Efrina B2 o EphB4 sobre
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Efecto del anticuerpo Effina B2 o EphB4 sobre
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Figura 6¢

Efecto del anticuerpo Efrina B2 o EphB4 sobre el crecimiento
de las lineas celulares H2062

@ Efrina 521

0.4 £ 4
Concentracion (pg/ml)
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Figura 7
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Fig 8
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Fig 9: Regresion del tumor de xenoinjerto de SCC15/MG
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Figura 10: Efecto de anticuerpos B4 sobre la histologia del tumor SCC15
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Fig 11: Regresion del tumor de xenoinjerto tratado con Ab SCC15/IP,SC B4
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