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DESCRIPCION

Anticuerpo monoclonal humano que neutraliza el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular y uso del
mismo.

Campo técnico

La presente invencién se refiere a anticuerpos monoclonales humanos que neutralizan el receptor del factor de
crecimiento endotelial vascular y al uso de los mismos y, mas particularmente, a moléculas de ScFv humanas que
neutralizan el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular, a una composicién para inhibir la angiogénesis y
a una composicion para el tratamiento del cancer, que contienen las moléculas de ScFv humanas.

Antecedentes de la técnica

La angiogénesis significa la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes por el
crecimiento, diferenciacion y migracién de células endoteliales y no se produce en adultos sanos, excepto en
algunas ocasiones especiales que incluyen la curacién de heridas, menstruacion, etc. Sin embargo, se ha indicado
una formacion excesiva de nuevos vasos sanguineos en enfermedades tales como el crecimiento tumoral y la
metastasis, la degeneracion macular asociada a la edad, la artritis reumatoide, la retinopatia diabética, la psoriasis y
la inflamacién crénica (Cameliet y Jain, Nature, 407: 249, 2000). Por esta razén, se han realizado muchos intentos
de tratar enfermedades, particularmente tumores, usando inhibidores de la angiogénesis.

Los factores implicados en la angiogénesis incluyen el factor del crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de
crecimiento epitelial (EGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento
transformante b (TGFb), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), etc. Entre ellos, el factor de crecimiento
endotelial vascular es un factor especifico de células endoteliales que esta implicado directamente en el crecimiento,
diferenciacion y migracion de células endoteliales, y existen cuatro isoformas diferentes (VEGF165, VEGF121,
VEGF189 y VEGF206). Entre las cuatro isoformas, el VEGF 165 es la isoforma méas abundante en todos los tejidos
humanos excepto en el de la placenta (Tisher et al., J. Biol. Chem., 266: 11947, 1991).

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) regula la formacién de nuevos vasos sanguineos debida a la
diferenciacion de precursores endoteliales (angioblastos) in situ, se expresa en tejidos embrionarios (Breier et al.,
Development (Camb), 114: 521, 1992), macréfagos y queratinocitos epiteliales en proliferacién durante la curacion
de heridas (Brown et al., J. Exp. Med., 176: 1375, 1992) y puede ser responsable del edema tisular asociado con la
inflamacién (Ferrara et al., Endocr. Rev., 13: 18, 1992). Ciertos estudios de hibridacién in situ han demostrado una
alta expresiéon de VEGF en varias lineas tumorales humanas incluyendo las del glioblastoma multiforme,
hemangioblastoma, neoplasias del sistema nervioso central y sarcoma de Kaposi asociado con el SIDA (Plate et al.,
Nature, 359: 845, 1992; Plate et al., Cancer Res., 53: 5822, 1993; Berkman et al., J. Clin. Invest., 91: 153, 1993;
Nakamura et al., AIDS Weekly, 13(1), 1992). También se han observado altos niveles de VEGF en la angiogénesis
inducida por hipoxia (Shweiki et al., Nature, 359: 843, 1992).

La funcién biolégica del VEGF esta mediada por los receptores de VEGF de alta afinidad que se expresan
selectivamente en las células endoteliales durante la embriogénesis (Millauer et al., Cell, 72: 835, 1993) y durante la
formacion de tumores. Los receptores de VEGF (VEGFR) tipicamente son tirosina quinasas de tipo receptor de
clase lll caracterizadas por tener varios bucles, tipicamente 5 o 7, de tipo inmunoglobulina en el dominio de unién al
ligando extracelular amino-terminal del receptor (Kaipainen et al., J. Exp. Med., 178: 2027, 1993). Las otras dos
regiones incluyen una regién transmembrana y un dominio catalitico intracelular carboxilo-terminal interrumpido por
una insercion de secuencias interquinasa hidréfilas de longitudes variables, denominada dominio de inserto de
quinasa (Terman et al., Oncogene, 6: 1677, 1991). Los receptores de VEGF incluyen receptores con funcion tirosina
quinasa de tipo fms (FIt-1), o VEGFR-1 (Shibuya et al., Oncogene, 5: 519, 1990; documento WO 92/14248; Terman
et al., Oncogene, 6: 1677, 1991), y receptores que contienen dominio de inserto de quinasa/quinasa de higado fetal
(KDR/FIk-1), o VEGFR-2 (Matthews et al., PNAS, 88: 9026, 1991), aunque también pueden unirse a VEGF otros
receptores tales como la neuropilina-1 y la neuropilina-2. Otro receptor de tirosina quinasa, VEGFR-3 (Flt-4), se une
a los homdlogos de VEGF VEGF-C y VEGF-D y es importante en el desarrollo de vasos linfaticos.

Lu D. et al.; International Journal of Cancer, Vol. 97, N° 3, 20 de enero de 2002 (20-01-2002), paginas 393-399,
divulga la selecciéon de anticuerpos neutralizantes humanos de alta afinidad para VEGFR2 a partir de una gran
biblioteca de presentacion de fagos de anticuerpos para una terapia antiangiogénica.

Zhu Z. et al.; Cancer Research, Vol. 58, N° 15, 1 de agosto de 1998 (01-08-1998), paginas 3209-3214, divulga la
inhibicion de la activacion del receptor inducido por el factor de crecimiento endotelial vascular con anticuerpos
monocatenarios anti-receptor que contiene dominio de inserto de quinasa obtenidos de una biblioteca de
presentacién de fagos.

Lu D. et al.; Journal of Biological Chemistry, Vol. 278, N° 44, 12 de agosto de 2003 (12-08-2003), paginas 43496-
43507 divulga la adaptacion de la seleccion in vitro de anticuerpos humanos de afinidad en el intervalo picomolar
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dirigidos contra el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular 2 para aumentar la actividad neutralizante.

Zhang Haifan et al., Leukemia and Lymphoma, Vol. 45, N° 9, 1 de septiembre de 2004 (01-09-2004), paginas 1887-
1897 divulga la inhibicién del crecimiento tanto autocrino como paracrino de la leucemia humana con un anticuerpo
completamente humano dirigido contra el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular 2.

Miao H Q et al., Biochemical and Biophysical Research Communications, Vol. 345, N° 1, 23 de junio de 2006 (23-06-
2006), paginas 438-445, divulga la potente neutralizacién de las actividades biolégicas de VEGF con un fragmento
Fab de anticuerpo completamente humano dirigido contra el receptor de VEGF 2.

El documento US-5.874.542 divulga anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a un dominio
extracelular de un receptor de VEGF y neutralizan la activacion del receptor.

El documento US-6.524.583 B1 divulga anticuerpos que inhiben especificamente la unién de VEGF a solamente uno
(VEGFR2) de los dos receptores de VEGF.

El documento WO 03/075840 A2 divulga un anticuerpo que se une a KDR con una afinidad comparable a o mayor
que la del VEGF humano, y que neutraliza la activacion de KDR.

Las células endoteliales que se infiltran en los gliomas expresan altos niveles de Flk-1 (Plate et al., Nature, 359: 845,
1992). Los niveles de Flk-1 estan regulados positivamente de forma especifica por el VEGF producido por los
glioblastomas humanos (Plate et al., Cancer Res., 53: 5822, 1993).

El descubrimiento de altos niveles de expresion de Flk-1 en células endoteliales asociadas a glioblastomas (GAEC)
indica que la actividad del receptor probablemente se induce durante la formacion del tumor, ya que apenas se
pueden detectar transcritos de Flk-1 en las células endoteliales cerebrales normales. Esta regulacién positiva se
limita a las células endoteliales vasculares muy proximas al tumor. El bloqueo de la actividad de VEGF con
anticuerpos monoclonales (mAb) anti-VEGF neutralizantes dio como resultado la inhibicion del crecimiento de
xenoinjertos tumorales humanos en ratones desnudos (Kim, K. et al., Nature, 362: 841-844, 1993), lo que indica un
papel directo de VEGF en la angiogénesis relacionada con tumores.

Aunque los ligandos de VEGF estan regulados positivamente en las células tumorales y sus receptores estan
regulados positivamente en las células endoteliales vasculares infiltradas en los tumores, los niveles de expresion de
los ligandos de VEGF y sus receptores son bajos en las células normales que no estan asociadas con la
angiogénesis. Por lo tanto, dichas células normales bloquearian la interaccién entre VEGF y sus receptores para
inhibir la angiogénesis, inhibiendo de este modo el crecimiento tumoral.

Las células endoteliales que se infiltran en gliomas expresan altos niveles de VEGFR-2, y estan regulados
positivamente de forma especifica por el VEGF producido por los glioblastomas humanos (Plate et al., Nature, 359:
845, 1992; Plate et al., Cancer Res., 53: 5822, 1993). El descubrimiento de altos niveles de expresién de VEGR-2 en
células endoteliales asociadas a glioblastomas (GAEC) sugiere que la actividad del receptor se induce durante la
formacion de los tumores, ya que los transcritos de VEGFR-2 apenas son detectables en las células endoteliales
cerebrales normales.

Por lo tanto, se estan realizando activamente estudios centrados en la inhibicion de la actividad de VEGF, que se
expresa en sitios de crecimiento tumoral, para inhibir la angiogénesis y de esta manera inhibir el crecimiento tumoral.
Tipicamente, se han desarrollo métodos para inhibir los receptores de VEGF en la membrana de células cancerosas
para evitar que el VEGF entre en las células. Los ejemplos de lineas celulares que producen anticuerpos para
VEGFR incluyen una linea celular de hibridoma que produce anticuerpo monoclonal de rata anti-VEGFR-2 de raton
(DC101; ATCC HB 11534), una linea celular de hibridoma (M25, 18A1; ATCC HB 12152) que produce anticuerpo
monoclonal de ratén anti-VEGFR-2 de ratén mAb 25, y una linea celular de hibridoma que produce anticuerpo
monoclonal de ratéon anti-VEGFR-2 de raton mAb 73 [(M73,24; ATCC HB 12153), KM1730 (FERM BP-5697;
documentos WO 98/22616; WO 99/59636), M1731 (FERM BP-5718), KM1732 (FERM BP-5698), KM1748 (FERM
BP-5699), KM1750 (FERM BP-5700)].

Ha habido un desarrollo continuo de anticuerpos humanizados contra receptores de VEGF. Estos anticuerpos
humanizados contra receptores de VEGF, que se han desarrollado hasta la fecha, han mostrado una alta
competicién con el VEGF in vitro, pero han tenido problemas debido a que tienen una capacidad reducida para
neutralizar los receptores de VEGF en las células y a que los anticuerpos no muestran reactividad cruzada en
ratones o ratas, de modo que no pueden llevarse a cabo ensayos animales.

Como consecuencia, los presentes inventores han construido una biblioteca de anticuerpos completamente
humanos no inmunizados, han explorado anticuerpos de fragmento variable de cadena sencilla (ScFv) contra el
receptor de VEGF (KDR), y han descubierto que los anticuerpos muestran un excelente efecto neutralizante de
KDR, no solamente in vitro, sino también in vivo y en las células, y muestran reactividad cruzada incluso en ratones
y ratas, completando de este modo la presente invencion.
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Descripcion de la invencion

Es un objeto de la presente invencién proporcionar anticuerpos de fragmento variable de cadena sencilla (ScFv)
completamente humanos ScFv-6A6 y IgG-6A6, que tengan una excelente capacidad para neutralizar el receptor de
VEGF en las células e in vivo.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un fragmento variable de cadena sencilla (ScFv)
completamente humano, que sea una variante de cadena ligera de 6A6, que muestre una mejor capacidad para
neutralizar el receptor de VEGF en comparacion con ScFv-6A6.

Otro objeto méas de la presente invencién es proporcionar una composicion para inhibir la angiogénesis, que
contenga un ScFv o IgG completamente humano con la capacidad de neutralizar el receptor de VEGF.

Otro objeto mas de la presente invencién es proporcionar una composicidon para el tratamiento del cancer, que
contenga un ScFv o IgG completamente humano con la capacidad de neutralizar el receptor de VEGF.

Para conseguir los objetos anteriores, en un aspecto, la presente invencién proporciona una molécula de fragmento
variable de cadena sencilla (ScFv), que contiene un regién variable de cadena ligera representada por una
secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NOs: 1 a 19 y actda neutralizando el receptor del factor
de crecimiento endotelial vascular, teniendo la molécula de ScFv (fragmento variable de cadena sencilla), y
preferentemente una construccion de la misma, una regién variable de cadena pesada representada por una
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 20.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un ADN que codifica dicha molécula de ScFv (fragmento variable
de cadena sencilla), un vector que contiene dicho ADN, y células recombinantes transformadas con dicho vector. En
la presente invencion, las células son preferentemente células bacterianas o animales.

En otro aspecto més, la presente invencion proporciona una composiciéon para inhibir la angiogénesis, que contiene
dicha molécula de ScFv, y una composicion para el tratamiento del cancer, que contiene dicha molécula de ScFv.

En otro aspecto mas, la presente invencién proporciona una IgG, que contiene una region variable de cadena ligera
representada por una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NOs: 1 a 19 y actua neutralizando
el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular. En la presente invencion, dicha IgG preferentemente tiene
una region variable de cadena pesada representada por una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 20.

En otro aspecto més, la presente invencion proporciona una composiciéon para inhibir la angiogénesis, que contiene
dicha IgG, y una composicion para el tratamiento del cancer, que contiene dicha IgG.

A partir de la siguiente descripcion detallada y las reivindicaciones adjuntas resultaran evidentes otros elementos y
aspectos de la presente invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la secuencia de aminoacidos y funcién de un gen insertado en un vector pCDNA3-KDR
D123tFcm.

La Figura 2 muestra un diagrama esquematico de KDR(ECD1-2) y KDR(ECD2-3)-Fc para mapeo de epitopos de
acuerdo con la presente invencion.

La Figura 3 muestra los resultados de SDS-PAGE de KDR(ECD1-3)-Fc purificado en la presente invencion.

La Figura 4 muestra los resultados de los ensayos de competicién de VEGF para fago anti-KDR y ScFv anti-KDR
de acuerdo con la presente invencion.

La Figura 5 muestra la secuencia de acido nucleico, secuencia de aminoacidos y secuencia de CDR del fago
ScFv 6A6 de acuerdo con la presente invencion.

La Figura 6 muestra los resultados de SDS-PAGE para ScFv 6A6 purificado.
La Figura 7 muestra los resultados de ensayos de competicion de VEGF usando ScFv anti-KDR.

La Figura 8 muestra los resultados del mapeo de epitopos de ScFv anti-KDR de acuerdo con la presente
invencion.

La Figura 9 muestra un mapa de escision de pIGHD-6A6Hvy que es un vector que contiene la region invariable y
region de cadena pesada de IgG 6A6.
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La Figura 10 muestra un mapa de escision de plgGLD-6A6Lgt que es un vector que contiene la regién constante
y region de cadena ligera de IgG.

La Figura 11 muestra los resultados de SDS-PAGE de IgG 6A6 purificada.
La Figura 12 muestra los resultados de ensayos de competicién de VEGF usando IgG 6A6 anti-KDR.
La Figura 13 muestra los resultados de ensayos de competicion de IgG 6A6 anti-KDR con familias de VEGF.

La Figura 14 muestra los resultados del analisis de FACS para la afinidad de unién del anticuerpo IgG anti-KDR
por células HUVEC.

La Figura 15 muestra los resultados del ensayo de FACS para la competicién del anticuerpo 1gG anti-KDR de la
invencion con VEGF165 en células HUVEC.

La Figura 16 muestra los resultados del analisis de transferencia de Western para la expresion de KDR en
células K562 (ATCC CCL-243).

La Figura 17 muestra la afinidad de unién del anticuerpo IgG anti-KDR de la invencién por la linea celular K562.

La Figura 18 muestra los resultados del ensayo de FACS para la competicién del anticuerpo 1gG anti-KDR de la
invencion con VEGF en la linea celular K562.

La Figura 19 muestra los resultados del analisis de FACS para la afinidad de uniéon de un anticuerpo anti-KDR
por una linea celular resistente a Gleevec.

La Figura 20 muestra los resultados de analisis para la inhibicién de la proliferacion celular de la IgG anti-KDR de
acuerdo con la presente invencion.

La Figura 21 muestra los resultados del analisis de transferencia de Western para la capacidad del anticuerpo
anti-KDR de la invencion para inhibir la fosforilacién de KDR vy la fosforilacion de ERK, que se induce por VEGF.

La Figura 22 muestra la capacidad de un anticuerpo de KDR de tipo IgG para inhibir la migraciéon de células
endoteliales por VEGF.

La Figura 23 muestra que un anticuerpo de KDR de tipo IgG inhibe la formacién de tubos de células endoteliales
inducida por VEGF.

La Figura 24 muestra la inhibicion de la internalizacion de VEGF-KDR mediante la unién entre el anticuerpo de
KDR de tipo IgG y el KDR de la superficie celular.

La Figura 25 muestra el efecto inhibidor del anticuerpo de KDR de tipo IgG sobre el crecimiento del anillo aértico
de rata inducido por VEGF.

La Figura 26 muestra los resultados del andlisis para el efecto inhibidor del anticuerpo de KDR de tipo IgG sobre
la angiogénesis inducida por VEGF.

La Figura 27 muestra los resultados del analisis para el efecto inhibidor de un anticuerpo 6A6 sobre el
crecimiento tumoral en la linea celular HCT116 en un modelo de xenoinjerto de ratéon de cancer de colon.

La Figura 28 es una fotografia de tumores extirpados después del tratamiento con el anticuerpo 6A6 en el
modelo de xenoinjerto de ratdén de cancer de colon.

La Figura 29 muestra los resultados del analisis para el efecto inhibidor del anticuerpo 6A6 sobre el crecimiento
tumoral en la linea cellar A549 en un modelo de xenoinjerto de raton de cancer de pulmon.

La Figura 30 muestra los resultados del marcaje del anticuerpo 6A6 de tipo IgG con isétopo radioactivo de yodo.

La Figura 31 muestra imagenes en color del anticuerpo 6A6 de tipo IgG marcado con yodo-123 en un modelo de
tumor de ratén de leucemia mielégena cronica.

La Figura 32 es un diagrama esquematico que muestra la preparacion de la redistribucion de cadena ligera.

La Figura 33 muestra los resultados de ensayos de competicion de VEGF de anticuerpos anti-KDR obtenidos
mediante redistribucién de cadena ligera.
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La Figura 34 muestra los resultados de ensayos de competicion de VEGF de anticuerpos anti-KDR obtenidos
mediante redistribucién de cadena ligera.

La Figura 35 muestra los resultados de ensayos de competicion de VEGF de anticuerpos anti-KDR obtenidos
mediante redistribucion de cadena ligera.

Descripcion detallada de la invencidn y realizaciones preferidas

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un anticuerpo ScFv (fragmento variable de cadena sencilla)
completamente humano 6A6 (TTAC-0001)-ScFv, que neutraliza el factor de crecimiento endotelial vascular.

El ScFv-6A6 se exploré de la siguiente manera. En primer lugar, se construyé una biblioteca de anticuerpos
completamente humanos, y se construyd una linea celular que expresaba una proteina de fusion compuesta de
cada uno de los dominios extracelulares 1-3 de KDR(VEGFR-2), fusionado con Fc. Se exploraron anticuerpos ScFv
anti-KDR que neutralizaban KDR de la biblioteca de anticuerpos completamente humanos en la linea celular usando
proteinas de fusién KDR D1-D3-Fc recombinantes purificadas.

Los anticuerpos ScFv explorados se expresaron y purificaron en bacterias con marcaje de V5, y se realizaron
ensayos de unién a KDR D1-D3-Fc humano y ensayos de competicion de VEGF en estado de particula de fago
ScFv. Ademas, también se llevé a cabo un analisis BlAcore para medir la afinidad del anticuerpo-ScFv, y se obtuvo
ScFv-6A6 que habia mantenido la afinidad de manera contante y se convirtié en la forma de 1gG.

Ademas, en la presente invencion, se confirmé mediante transferencia de Western que ScFv-6A6 inhibia la
fosforilacion del factor de sefalizacion de la angiogénesis ERK en células HUVEC procedentes de un cultivo
primario y que esta inhibiciéon dependia de la concentracion de ScFv-6A6.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un anticuerpo IgG-6A6 completamente humano que neutraliza el
receptor del factor de crecimiento endotelial vascular.

El andlisis de FACS revel6 que el IgG-6A6 se unia fuertemente a KDR humano enddgeno, que se expresaba en la
superficie de células HUVEC vivas (ATCC, Estados Unidos), en comparacion con un anticuerpo quimérico 1gG IMC-
1C11 disponible en el mercado (Imclone, Estados Unidos) y que, incluso cuando las células también se trataban con
un VEGF+s5 humano que se unia de forma competitiva, el IgG-6A6 neutralizaba mas eficazmente KDR, expresado
en la superficie de las células HUVEC, en comparacién con el anticuerpo quimérico IgG IMC-1C11.

Esto sugiere que los resultados de los ensayos de competicion de VEGF en el ELISA difieren de los resultados que
indican que IgG-6A6 y el anticuerpo quimérico IgG IMC-1C11 neutralizaban KDR a niveles similares. Es decir, los
resultados del ensayo in vitro y los resultados del ensayo in vivo pueden diferir entre si y hay una limitacién en la
seleccidn de anticuerpos eficaces basandose en los resultados de ensayo in vitro.

Ademas, en la presente invencion, se pudo observar que el anticuerpo IgG-6A6 se unia mas fuertemente a KDR,
expresado en la linea celular de leucemia mieloide aguda humana K562 (ATCC, Estados Unidos), en comparacion
con la IlgG IMC-1C11.

Ademas, en la presente invencion, se confirmé mediante transferencia de Western que 1gG-6A6 inhibia la
fosforilacion del factor de sefalizacion de la angiogénesis ERK en células HUVEC procedentes de un cultivo
primario y que esta inhibicién era dependiente de la concentracion de 1gG-6A6.

Ademas, en la presente invencion, se observd que IgG-6A6 de acuerdo con la presente invencién inhibia la
movilidad quimiotactica de las células HUVEC que se movian a un ambiente en el que estaba presente VEGF y que
IgG-6A6 también inhibia la formacion de tubos de células HUVEC, que es una accion directa de la angiogénesis.

Ademas, en la presente invencion, para confirmar que el efecto inhibidor de IgG-6A6 sobre los efectos de VEGF en
células HUVEC se debe a que IgG-6A6 bloquea la entrada de receptores de VEGF en células HUVEC, se realizd
una observacion con un microscopio confocal en un experimento usando un anticuerpo de KDR marcado con FITC.
Como resultado, se observé que el receptor de VEGF (KDR) no podia entrar en las células cuando las células se
habian tratado con IgG-6A6.

Ademas, mediante un ensayo de anillo adrtico de rata ex vivo, se descubrié que en anillos adrticos de rata tratados
con IgG-6A6 no se producia crecimiento vascular. Ademas, se analizé la angiogénesis mediante un ensayo de tapén
de matrigel inyectando matrigel por via subcutanea en ratones. Como resultado, se observé angiogénesis en los
tapones en un grupo tratado con VEGF, pero en un grupo tratado con VEGF junto con IgG-6A6 no se observd
angiogénesis, lo que sugiere que IgG-6A6 tenia un efecto inhibidor de la angiogénesis in vivo.

En otro aspecto mas, la presente invencion se refiere a variantes obtenidas mutando la secuencia de cadena ligera
de ScFv-6A6 mediante redistribucion de cadena ligera.
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Mediante la redistribucion de cadena ligera se obtuvieron 18 variantes de cadena ligera de ScFv-6A6, y la
redistribucién de cadena ligera se realizé de la siguiente manera.

(1) Para evitar que se seleccionara 6A6 de nuevo durante un proceso de bioseleccién, se tratd el ADN de una
biblioteca de redistribucion de cadena ligera de 6A6 con la enzima de restriccion Spel que tenia un sitio de
reconocimiento en la CDR3 de 6A6. Después el ADN se introdujo por transfeccién en células ETB, se constituy6
una sub-biblioteca, y se realizaron ensayos de afinidad de KDR y de competicion de VEGF en ELISA para
seleccionar clones que tuvieran una excelente capacidad neutralizante de KDR.

(2) En una etapa de lavado en el proceso de bioseleccion, se dejo que los clones de anticuerpo compitieran con
KDR soluble para seleccionar clones que tuvieran una excelente capacidad neutralizante de KDR.

(3) En una etapa para permitir que se unieran fagos al antigeno KDR en el proceso de bioseleccion, también se
anadié 1gG IMC-1121B (ImClone, Estados Unidos) para seleccionar clones que tuvieran una capacidad
neutralizante de KDR que fuera superior o similar a la de la IgG 1121B.

En otro aspecto adicional, la presente invencién se refiere a una composicion para inhibir la angiogénesis y a una
composicion para tratar canceres, que contienen dicho ScFv o IgG.

Como se usa en el presente documento, el término “angiogénesis” incluye la angiogénesis implicada en el
crecimiento tumoral y metastasis, degeneracion macular asociada a la edad, artritis reumatoide, retinopatia
diabética, psoriasis e inflamacion crénica, pero el alcance de la presente invencion no se limita a estos trastornos.

En la presente invencion, dicho cancer incluye, entre otros, cancer de colon, cancer de pancreas, cancer rectal,
cancer colorrectal, cancer de préstata, cancer renal, melanoma, cancer de prostata con metastasis en hueso, cancer
ovarico y leucemia.

La composicion de la presente invencion puede administrarse por cualquier via adecuada para una molécula
especifica. La composicion de la presente invencién puede proporcionarse a animales, incluyendo seres humanos,
por cualquier medio adecuado, directamente (por ejemplo, por via local, tal como por inyeccion, inyeccion
subcutanea o administracién tépica en el lugar del tejido) o por via sistémica (por ejemplo, por via parenteral o por
via oral). Cuando la composicién de la presente invencion se va a proporcionar por via parenteral, tal como mediante
administracion intravenosa, subcutanea, oftalmica, intraperitoneal, intramuscular, bucal, rectal, vaginal, intraorbital,
intracerebral, intracraneal, intraespinal, intraventricular, intratecal, intracisternal, intracapsular, intranasal o mediante
administraciéon por aerosol, la composiciéon preferentemente comprende parte de una suspension o solucidon
compatible fisiolégicamente fluida o acuosa. Por lo tanto, el vehiculo o excipiente es fisioldgicamente aceptable de
modo que cuando se suministra el agente deseado al sujeto, la solucién no afecta de forma adversa de otro modo al
equilibrio de electrolitos y/o al volumen del sujeto. El medio acuoso para el agente puede comprender por lo tanto
solucion salina fisiolégica normal.

La proteina ScFv o IgG de la presente invencion puede administrarse para tratamientos terapéuticos a un paciente
con cancer en una cantidad suficiente para prevenir, inhibir o reducir la progresién del tumor, por ejemplo, el
crecimiento, invasividad, metastasis y/o recurrencia del tumor. Una cantidad adecuada para conseguir esto se define
como una “dosis terapéuticamente eficaz”. Las cantidades eficaces para este uso dependeran de la gravedad de la
enfermedad y el estado general del propio sistema inmunitario del paciente.

La dosis de la proteina de acuerdo con la presente invencion es preferentemente de 0,01-100 mg/kg y, mas
preferentemente, de 0,1-10 mg/mz.

Sin embargo, la dosis 6ptima dependera de la enfermedad que se esté tratando y de la existencia de efectos
secundarios y puede determinarse usando experimentacion rutinaria. La administracion del anticuerpo puede ser por
inyecciones en embolada periddicas, o por administracion intravenosa o intraperitoneal continua desde un depdsito
externo (por ejemplo, desde una bolsa intravenosa) o un depdsito interno (por ejemplo, desde un implante
bioerosionable). Ademas, las proteinas de anticuerpo de la presente invencion también pueden administrarse al
destinatario deseado junto con una pluralidad de diferentes moléculas biolégicamente activas. Sin embargo, la
combinacién o6ptima de proteina de fusién y otras moléculas, modos de administraciéon y dosificaciones pueden
determinarse por experimentacion rutinaria dentro del nivel de experiencia en la técnica.

La composicidon de acuerdo con la presente invencion puede usarse en combinacion con otros agentes terapéuticos
asociados con la enfermedad relevante.

Existe sinergia cuando los tumores, incluyendo tumores humanos, se tratan con el anticuerpo del receptor de VEGF
en combinacion con radiacién, quimioterapia, un antagonista adicional del receptor o una combinaciéon de los
mismos. En otras palabras, la inhibicion del crecimiento tumoral por un antagonista del receptor de VEGF se
potencia mas de lo esperado cuando se combina con agentes quimioterapéuticos, radiacion o un antagonista
adicional del receptor o combinaciones de los mismos. Puede mostrarse sinergia, por ejemplo, por una mayor
inhibicion del crecimiento tumoral con el tratamiento combinado que la que se esperaria por el efecto aditivo del
tratamiento con un antagonista del receptor de VEGF y un agente quimioterapéutico, radiacién o un antagonista
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adicional del receptor. Preferentemente, la sinergia se demuestra por remisién del cancer cuando no se espera
remision por el tratamiento con una combinacién de un antagonista del receptor de VEGF y un agente
quimioterapéutico, radiacién o un antagonista adicional del receptor.

El antagonista del receptor de VEGF se administra antes, durante o después de comenzar la quimioterapia o
radioterapia, asi como cualquier combinacion de los mismos, es decir, antes y durante, antes y después, durante y
después, o antes, durante y después de comenzar la quimioterapia y/o radioterapia. Por ejemplo, cuando el
antagonista del receptor de VEGF es un anticuerpo, el anticuerpo se administra tipicamente entre 1 y 30 dias,
preferentemente entre 3 y 20 dias, mas preferentemente entre 5 y 12 dias antes de comenzar la radioterapia y/o
quimioterapia.

Anticuerpos del receptor de VEGF

En una realizacion, el anticuerpo del receptor de VEGF se une especificamente a un epitopo presente en el dominio
extracelular de un receptor de VEGF. El dominio extracelular de un receptor de VEGF es el dominio de union al
ligando. El dominio de unién al ligando puede encontrarse en cualquiera de los extremos del receptor, pero
normalmente se encuentra en el extremo amino terminal.

Algunos ejemplos de receptores de VEGF incluyen los receptores con funcién proteina tirosina quinasa
denominados en la bibliografia FIt-1 (VEGFR-1), KDR y FIk-1 (VEGFR-2). A no ser que se indique otra cosa o el
contexto sugiera claramente otra cosa, la presente memoria descriptiva seguira la nomenclatura habitual en la
bibliografia de receptores de VEGF. Se denominara KDR a la forma humana de un receptor de VEGF que tenga PM
180 kD (Terman et al., Oncogene, 6: 1677, 1991). Se denominara Flk-1 (VEGFR-2) al homdélogo murino de KDR
(Matthews et al., PNAS, 88: 9026, 1991). Se denomina Flt-1 (VEGFR-1) a una forma del receptor de VEGF diferente
de, pero relacionada con, el receptor KDR/FIk-1 (Shibuya et al., Oncogene, 5: 519, 1990).

Otros receptores de VEGF incluyen los que pueden formar entrecruzamientos con VEGF marcado, o que pueden
coinmunoprecipitarse con KDR. Algunas formas conocidas de estos receptores de VEGF tienen pesos moleculares
de aproximadamente 170 kD, 150 kD, 130-135 kD, 120-125 kD y 85 kD (Quinn et al., PNAS, 90: 7533, 1993; Scher
et al., J. Biol. Chem., 271: 5761, 1996).

El receptor de VEGF habitualmente esta unido a una célula, tal como una célula endotelial. El receptor de VEGF
también puede estar unido a una célula no endotelial, tal como una célula tumoral. Como alternativa, el receptor de
VEGF puede estar liberado de la célula, preferentemente en forma soluble.

El antagonista de la presente invencién neutraliza los receptores de VEGF. En la presente memoria descriptiva,
neutralizar un receptor significa inactivar la actividad quinasa intrinseca del receptor para transducir una sefial. Un
ensayo fiable para la neutralizacion del receptor de VEGF es la inhibicion de la fosforilacion del receptor.

La presente invencion no esta limitada por ningin mecanismo particular de neutralizacion del receptor de VEGF. El
mecanismo provocado por un antagonista no es necesariamente igual que el provocado por otro antagonista.
Algunos mecanismos posibles incluyen evitar la unién del ligando de VEGF al dominio de unidn extracelular del
receptor de VEGF, y evitar la dimerizacién u oligomerizacion de los receptores. Sin embargo, no pueden descartarse
otros mecanismos.

Un anticuerpo del receptor de VEGF (o VEGFR), en el contexto de la presente invencion, inhibe la activacion de la
subfamilia de receptores de VEGFR. Por inhibicién de la activacion de la subfamilia de receptores de VEGFR se
entiende cualquier reduccién en la activacion del VEGFR. Es decir, no es necesario que la prevenciéon de la
activacion detenga completamente la activacion del VEGFR. Ademas, la inhibicion de la activacion del VEGFR,
como se define por la presente invencidn, significa la inhibiciéon del VEGFR después de la interaccion del anticuerpo
de VEGFR y VEGFR. Por asociacién, se entiende que una interaccién fisica o quimica suficiente entre el VEGFR y
el anticuerpo de VEGFR es la que inhibe la actividad tirosina quinasa del receptor. Un experto en la materia
apreciara que los ejemplos de dichas interacciones quimicas, que incluyen asociacion o enlace, se conocen en la
técnica e incluyen enlace covalente, enlace iénico, enlace de hidrégeno, etc. En consecuencia, el antagonista de
VEGFR de la presente invencion inhibe la actividad tirosina quinasa del receptor, lo que evita la autofosforilacion del
receptor y la fosforilacién de otras diversas proteinas implicadas en las rutas de sefalizacion de VEGFR. Dichas
rutas, que estan implicadas en la regulacion de la vasculogénesis y la angiogénesis, incluyen cualquiera de las
siguientes: la ruta de la fosfolipasa Cy (PLCy) o la ruta de la fosfatidilinositol 3' quinasa (PI3-K)/Akt y proteina
quinasa activada por mitégeno (MAPK) (Larrivee et al., Int. J. Med., 5: 447, 2000).

La subfamilia de receptores de VEGFR se caracteriza por la presencia de siete bucles de tipo inmunoglobulina en el
domino extracelular, una unica regiéon transmembrana y un dominio de tirosina quinasa dividido en la region
intracelular (receptores con funcién tirosina quinasa de clase Ill). Hay varios miembros conocidos de la subfamilia de
receptores de VEGFR, incluyendo los ejemplos VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3.

En general, se cree que KDR (VEGFR-2) es el principal transductor de sefiales de VEGF que da como resultado la
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proliferacién, migracion, diferenciacion, formacion de tubos, aumento de la permeabilidad vascular y mantenimiento
de la integridad vascular de las células endoteliales. EI VEGFR-1 posee una actividad quinasa mucho mas débil y es
incapaz de generar una respuesta mitogénica cuando se estimula por VEGF, aunque se une a VEGF con una
afinidad que es aproximadamente 10 veces mayor que la de KDR (VEGFR-2). También se ha implicado al VEGFR-1
en la migracion inducida por VEGF y factor de crecimiento de placenta (P1GF) de monocitos y macréfagos y en la
produccion de factor tisular.

Como sucede con el VEGFR descrito anteriormente, el aumento de la activacion del VEGFR puede deberse a
mayores niveles de ligando, amplificacion del gen de VEGFR, aumento de la transcripcién del receptor o mutaciones
que provoquen una sefalizacion del receptor no regulada.

En una realizacion de la presente invencion, el anticuerpo de VEGFR inhibe la unién de VEGFR a su ligando. La
union de un ligando a un dominio extracelular externo de VEGFR estimula la dimerizacion del receptor,
autofosforilacion de VEGFR, activacion del dominio tirosina quinasa citoplasmatico interno del receptor, e inicio de
multiples rutas de transduccion de senales implicadas en la regulacién de la vasculogénesis y angiogénesis.

Los ligandos para VEGFR incluyen VEGF y sus homoélogos P1GF, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y VEGF-E. Por
ejemplo, P1GF, que es un factor secretado dimérico y solamente se une a VEGFR-1, se produce en grandes
cantidades por citotrofoblastos vellosos, sincitiotrofoblastos y trofoblastos extravellosos y tiene una alta homologia
de aminoacidos con VEGF. Existen tres isoformas en seres humanos, P1GF-1, P1GF-2 y P1GF-3. Los estudios con
ratones con deficiencia de P1GF demuestran que este factor de crecimiento no esta implicado en la angiogénesis de
por si, sino que mas bien modula especificamente los efectos angiogénicos y de permeabilidad del VEGF durante
situaciones patoldgicas. Ademas, VEGF-D estéd estrechamente relacionado con VEGF-C debido a la presencia de
extensiones N y C terminales que no se encuentran en otros miembros de la familia de VEGF. En tejidos humanos
adultos, el ARNm de VEGF-D es mas abundante en el corazén, pulmén, misculo esquelético, colon e intestino
delgado. Los analisis de la especificidad del receptor de VEGF-D revelaron que VEGF-D es un ligando tanto para
VEGFR-2 (FIk1) como para VEGFR-3 (FIt4) y puede activar estos receptores; sin embargo, VEGF-D no se une a
VEGFR-1. Ademas, VEGF-D es un mitégeno para las células endoteliales.

En otra realizaciéon de la presente invencion, el anticuerpo de VEGFR se une especificamente a VEGFR. Debe
apreciarse que el anticuerpo de VEGFR puede unirse externamente a la parte extracelular de VEGFR, que puede
inhibir o no la unién del ligando, o internamente al dominio tirosina quinasa. Preferentemente, el antagonista de
VEGFR de la presente invencion es un anticuerpo, o equivalente funcional del mismo, especifico para VEGFR,
cuyos detalles describen con mas detalle posteriormente.

En una realizacion preferida, el anticuerpo del receptor de VEGF se une especificamente a KDR. Se prefieren
particularmente proteinas de unién a antigeno que se unan al dominio extracelular de KDR y bloqueen la unién por
uno o ambos de sus ligandos, VEGF y PIGF, y/o neutralicen la activacion de KDR inducida por VEGF o PIGF.

También existen diversos hibridomas que producen anticuerpos de VEGFR-2. Por ejemplo, se deposité una linea
celular de hibridoma productora de anticuerpo monoclonal de rata anti-VEGFR-2 de ratén (DC101) como ATCC HB
11534; se depositd una linea celular de hibridoma (M25. 18A1) productora de anticuerpo monoclonal de ratén anti-
VEGFR-2 de ratén mAb 25 como ATCC HB 12152; y se depositd una linea celular de hibridoma (M73.24) productora
de anticuerpo monoclonal de raton anti-VEGFR-2 mAb 73 como ATCC HB 12153.

Ademas, existen diversos hibridomas que producen anticuerpos anti-VEGFR-1 e incluyen, entre otros, hibridomas
KM1730 (depositado como FERM BP-5697), KM1731 (depositado como FERM BP-5718), KM1732 (depositado
como FERM BP-5698), KM1748 (depositado como FERM BP-5699), KM1750 (depositado como FERM BP-5700)
divulgados en los documentos WO 98/22616, WO 99/59636, AU 5066698 B2 y CA 2328893.

Se conocen en la técnica muchos otros antagonistas de VEGFR. Algunos ejemplos de antagonistas de VEGFR se
describen en los documentos US 5.185.438; 5.621.090; 5.283.354; 5.270.458; 5.367.057; 5.548.065; 5.747.651;
5.912.133; 6.677.434; 6.960.446; 5.840.301; 5.861.499; 6.365.157; 5.955.311; 6.365.157; 6.811.779; y WO
2001/66063. Los documentos US 5.861.301, Terman et al., Oncogene, 6:1677, 1991, WO 94/10202 y WO 95/21865,
divulgan antagonistas de VEGFR vy, especificamente, anticuerpos anti-VEGFR-2. Ademas, se divulgan anticuerpos
anti-VEGFR-2 en los documentos US. 6.177.401 y 5.712.395. El documento US 5.981.569 divulga antagonistas de
VEGFR que son moléculas organicas. Ademas, se conocen anticuerpos biespecificos (BsAbs), que son anticuerpos
que tienen dos especificidades o sitios de unidn a antigeno diferentes, dirigidos contra KDR (VEGFR-2) y VEGFR-1.
Ademas, Hennequin et al., J. Med. Chem., 42: 5369, 1999 divulga ciertas quinazolinas, quinolinas y cinolinas que
son utiles como antagonistas del receptor de VEGF (Annie et al., J. Acqu. Immune Defic. Syn. and Hum. Retrovirol.,
17: A41, 1998).

Ademas, se conocen en la técnica ensayos para la determinacion de anticuerpos de VEGFR. Los anticuerpos de
VEGFR de la presente invencién inhiben la actividad tirosina quinasa de VEGFR, que generalmente implica
acontecimientos de fosforilacion. En consecuencia, en la presente invencion, los ensayos de fosforilacion son utiles
en la determinacién de anticuerpos de VEGFR. Se describen algunos ensayos para actividad tirosina quinasa en
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Panek et al., J. Pharmacol. Exp. Thera., 283: 1433, 1997 y Batley et al., Life Sci., 62: 143, 1998. Ademas, pueden
utilizarse métodos especificos para la deteccion de la expresion de VEGFR.

Anticuerpos

Los anticuerpos de la presente invencidon pueden producirse por métodos conocidos en la técnica (Kohler y Milstein,
Nature, 256: 495, 1975; Campbell, Monoclonal Antibody Technology, The Production and Characterization of Rodent
and Human Hybridomas; Burdon et al., Eds., Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Vol. 13,
Elsevier Science Publishers, Amsterdam, 1985; Huse et al., Science, 246: 1275, 1989). Los anticuerpos de la
presente invencidon pueden ser anticuerpos monoclonales o policlonales o cualquier otro tipo adecuado de
anticuerpo, tal como un fragmento o un derivado de un anticuerpo, un fragmento variable de cadena sencilla (ScFv)
o un homdlogo sintético del anticuerpo, siempre que el anticuerpo tenga las mismas caracteristicas de unién o tenga
caracteristicas de union comparables a las del anticuerpo completo. Como se usa en el presente documento, a no
ser que se indique otra cosa o resulte evidente por el contexto, los dominios, regiones y fragmentos de anticuerpo
siguen las definiciones convencionales bien conocidas en la técnica (Abbas et al, Cellular and Molecular
Immunology, W. B. Saunders Company, Filadelfia, PA, 1991). Preferentemente, los anticuerpos de la presente
invencién son anticuerpos monoclonales.

Pueden producirse fragmentos de anticuerpo escindiendo un anticuerpo completo o expresando ADN que codifica el
fragmento. Pueden prepararse fragmentos de anticuerpo por métodos descritos en la bibliografia publicada (Lamoyi
et al., J. Immunol. Methods, 56: 235, 1983; Parham, J. Immunol., 131: 2895, 1983). Dichos fragmentos pueden
contener fragmento Fab o un fragmento F(ab’)2 o ambos fragmentos. Dichos fragmentos también pueden contener
anticuerpos de fragmentos variables de cadena sencilla, es decir, ScFv, dicuerpos u otros fragmentos de anticuerpo.
En los documentos WO 93/21319, EP 239.400, WO 89/09622, EP 338.745 y EP 332.424 se divulgan métodos para
producir dichos equivalentes funcionales.

Los fragmentos variables de cadena sencilla (ScFv) son polipéptidos que consisten en la regién variable de una
cadena pesada de un anticuerpo unida a la region variable de una cadena ligera de un enlazador peptidico corto.
Por lo tanto, el ScFv comprende el sitio de combinacion con anticuerpo completo. Estas cadenas pueden producirse
en bacterias o en células eucariotas. Un ejemplo tipico de un anticuerpo de cadena sencilla en la presente invencién
es ScFv-6A6 (TTAC-0001). Se ha demostrado que ScFv-6A6 bloquea la interacciéon VEGF-KDR (VEGF-VEGFR-2) e
inhibe la fosforilacion del receptor estimulada por VEGF. Este ScFv-6A6 se une tanto al KDR soluble (VEGFR-2)
como al KDR expresado en la superficie celular (VEGFR-2) en células HUVEC vy células K562. El ScFv-6A6 tiene
una secuencia de cadena ligera de SEQ ID NO: 35 y una secuencia de cadena pesada de SEQ ID NO: 36. El
anticuerpo ScFv-6A6 es un anticuerpo completamente humano y puede construirse con anticuerpos Fab’, F(ab’)2,
ScFv bivalente, ScFv recombinante bivalente o IgG humana.

Preferentemente, aunque los fragmentos de anticuerpo contienen las seis regiones determinantes de
complementariedad (CDR) del anticuerpo completo, también pueden ser funcionales fragmentos que contienen
menos de todas estas regiones, tales como tres, cuatro o cinco CDR. Si el fragmento de anticuerpo es demasiado
corto para ser inmunogénico, puede conjugarse con una molécula portadora. Algunas moléculas portadoras
adecuadas incluyen hemocianina de lapa californiana y albumina de suero bovino. La conjugacién puede llevarse a
cabo por métodos conocidos en la técnica.

Los anticuerpos de la presente invencion también incluyen anticuerpos cuyas caracteristicas de uniéon pueden
mejorarse por mutacion directa, métodos de maduracion de afinidad, presentacion en fagos o redistribucion de
cadenas. La afinidad y especificidad pueden modificarse o mejorarse mutando CDR y seleccionando sitios de unién
a antigeno que tienen las caracteristicas deseadas (Yang et al., J. Mol. Biol., 254: 392, 1995). Las CDR se mutan de
diversas maneras. Una manera es seleccionar aleatoriamente restos individuales o combinaciones de restos de
modo que en una poblacién de sitios de unidon a antigeno por lo demas idénticos, los veinte aminoacidos se
encuentran en posiciones particulares. Como alternativa, se inducen mutaciones sobre una serie de restos de CDR
por métodos de PCR propensa a errores ((Hawkins et al., J. Mol. Biol., 226: 889, 1992). Los vectores de
presentacién de fagos que contienen genes de regién variable de cadena pesada y ligera se propagan en cepas
mutadas de E. coli (Low et al., J. Mol. Biol., 250: 359, 1996). Estos métodos de mutagénesis son ilustrativos de los
numerosos métodos conocidos por un experto en la materia.

Los anticuerpos, y particularmente los anticuerpos monoclonales, pueden producirse por métodos conocidos en la
técnica. Los ejemplos de produccion de anticuerpos incluyen, entre otros, produccién en células de hibridoma y
transformacion de células de mamifero con ADN que codifica el antagonista del receptor. Estos métodos se
describen en diversas publicaciones (Kohler y Milstein, Nature, 256: 495, 1975; Campbell en “Monoclonal Antibody
Technology, The Production and Characterization of Rodent and Human Hybridomas” en Burdon et al, Eds.,
Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Viol.13, Elsevier Science Publishers, Amsterdam,
1985; Huse et al., Science, 246: 1275, 1989).

También se preparan equivalentes de anticuerpos por métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, pueden
prepararse fragmentos de anticuerpos enzimaticamente a partir de anticuerpos completos. Preferentemente, se
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preparan equivalentes de anticuerpos a partir de ADN que codifica dichos equivalentes. Puede prepararse ADN que
codifica fragmentos de anticuerpos suprimiendo todo excepto la parte deseada del ADN que codifica el anticuerpo
de longitud completa. Puede prepararse ADN que codifica anticuerpos quimerizados recombinando ADN que
codifica regiones constantes humanas, obtenido sustancial o exclusivamente a partir de las regiones de anticuerpo
humano correspondientes, y ADN que codifica regiones variables, obtenido sustancial o exclusivamente a partir de
la secuencia de la region variable de un mamifero distinto de un ser humano. Puede prepararse ADN que codifica
anticuerpos humanizados recombinando ADN que codifica regiones constantes y regiones variables distintas de las
regiones determinantes de complementariedad (CDR), obtenido sustancial o exclusivamente a partir de las regiones
de anticuerpo humano correspondientes y ADN que codifica CDR, obtenido sustancial o exclusivamente a partir de
un mamifero distinto de un ser humano.

Las fuentes adecuadas de moléculas de ADN que codifican fragmentos de anticuerpos incluyen células, tales como
hibridomas, que expresan el anticuerpo de longitud completa. Los fragmentos pueden usarse tal cual como
equivalentes de anticuerpo, o pueden recombinarse en equivalentes, como se ha descrito anteriormente. Las
deleciones y recombinaciones de ADN descritas en esta seccion pueden llevarse a cabo por métodos conocidos,
tales como los descritos en las solicitudes de patente publicadas que se indican anteriormente en la seccion titulada
“Equivalentes Funcionales de Anticuerpos” y/u otras técnicas de ADN recombinante convencionales, tales como las
descritas mas adelante.

Son células hospedadoras preferidas para la transformacion con vectores y para la expresiéon de los anticuerpos de
la presente invencion células de mamifero, por ejemplo, células COS-7, células de ovario de hamster chino (CHO) y
lineas celulares de origen linfoide tales como células de linfoma, mieloma o hibridoma. Como alternativa, puede
usarse otro hospedador eucariota, tal como levaduras. Por ejemplo, la linea celular del estroma de higado fetal de
raton 2018 se une a las proteinas de fusion APtag-Flk 1 y APtag-Flk-2, es decir, contiene ligandos de VEGFR-2 y
FIk-2 (ATCC, Manassas, VA, CRL 10907), la linea celular de bazo fetal humano Fsp 62891 contiene el ligando de
FIk-2 (ATCC CRL 10935) y la linea celular de timo fetal del estroma humano, F. thy 62891, contiene el ligando de
VEGFR-2 (ATCC CRL 10936).

Como se usa en el presente documento, el término “vector” significa cualquier acido nucleico que comprende una
secuencia de nucledtidos competente a incorporar en una célula hospedadora y a recombinar con e integrar en el
genoma de la célula hospedadora, o a replicar de forma auténoma como un episoma. Dichos vectores incluyen
acidos nucleicos lineales, plasmidos, fagémidos, césmidos, vectores de ARN, vectores virales y similares. Los
ejemplos de un vector viral incluyen, entre otros, un retrovirus, un adenovirus y un virus adenoasociado.

Como se usa en el presente documento, se entiende que la expresion “expresion génica” o “expresion de una
proteina diana” significa la transcripcion de una secuencia de ADN, la traduccién de un transcrito de ARNm vy la
secrecién de un producto de proteina de fusion Fc.

En la presente invencion, las células hospedadoras adecuadas pueden transformarse o transfectarse con ADN y
pueden usarse para expresar y/o secretar proteinas diana. Las células hospedadoras preferidas para su uso en la
presente invencion incluyen células de hibridoma inmortalizadas, células de mieloma NS/O, células 293, células de
ovario de hamster Chino (CHO), células HELA y células COS.

Las células hospedadoras transformadas se cultivan por métodos conocidos en la técnica en un medio liquido que
contiene fuentes asimilables de carbono (carbohidratos tales como glucosa o lactosa), nitrégeno (aminoacidos,
péptidos, proteinas o sus productos de degradacién tales como peptonas, sales de amonio o similares), y sales
inorganicas (sulfatos, fosfatos y/o carbonatos de sodio, potasio, magnesio y calcio). EI medio contiene
adicionalmente, por ejemplo, sustancias promotoras del crecimiento tales como oligoelementos, por ejemplo hierro,
cinc, manganeso y similares.

Cuando se desee expresar una construccion génica en una levadura, un gen de seleccion adecuado para su uso en
levadura es el gen de trpl presente en el pldsmido de levadura YRp7 (Stinclucomb et al., Nature, 282: 39, 1979;
Kingsman et al., Gene, 7: 141, 1979). El gen de trpl proporciona un marcador de seleccién para una cepa mutante
de levadura que carece de la capacidad para crecer en triptéfano, por ejemplo, ATCC 44076 o PEP4-1 (Jones,
Genetics, 85: 12, 1977). La presencia de la lesion de trpl en el genoma de la célula hospedadora de levadura
proporciona después una ambiente eficaz para detectar la transformacion por crecimiento en ausencia de triptéfano.
De forma similar, las cepas de levadura deficientes en Leu2 (ATCC 20622 o 38626) se complementan por plasmidos
conocidos que portan el gen de Leu2.

Como alternativa, el ADN que codifica el antagonista del receptor puede clonarse en vectores derivados de virus
tales como adenovirus, virus adenoasociados, herpes virus, retrovirus o lentivirus. La expresion génica esta
controlada por secuencias reguladoras inducibles o no inducibles.

En resumen, se selecciona una fuente adecuada de células que contienen moléculas de &acido nucleico que

expresan el ADN deseado, tales como un anticuerpo, equivalente de anticuerpo o receptor de VEGF. El ARN total se
prepara por procedimientos convencionales a partir de una fuente adecuada. El ARN total se usa para dirigir la
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sintesis de ADNc. En manuales convencionales de biologia molecular tales como, por ejemplo, los descritos
anteriormente, se proporcionan métodos convencionales para aislar ARN y sintetizar ADNc.

El ADNc puede amplificarse por métodos conocidos. Por ejemplo, el ADNc puede usarse como un molde para la
amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Saiki et al., Science, 239: 487, 1988; documento US
4.683.195). Las secuencias de los cebadores oligonucleotidicos para la amplificacion por PCR derivan de la
secuencia conocida a amplificar. Los oligonucleétidos se sintetizan por métodos conocidos en la técnica (Caruthers,
Science, 230: 281, 1985).

En la amplificacion por PCR se usa una mezcla de oligonucleétidos cadena arriba y cadena abajo. Las condiciones
se optimizan para cada par de cebadores particular de acuerdo con procedimientos convencionales. El producto de
PCR se analiza, por ejemplo, por electroforesis, para determinar el ADNc que tiene el tamafio correcto,
correspondiente a la secuencia entre los cebadores. Como alternativa, la region codificante puede amplificarse en
dos o mas fragmentos solapantes. Los fragmentos solapantes se disefian para incluir un sitio de restriccion que
permita el ensamblaje del ADNc intacto a partir de los fragmentos.

Para aislar las regiones codificantes de proteina completas para los receptores de VEGF, por ejemplo, el cebador
oligonucleotidico de PCR cadena arriba es complementario a la secuencia del extremo 5, abarcando
preferentemente el coddn de iniciacion ATG y al menos 5-10 nucledtidos cadena arriba del codén de iniciacion. El
cebador oligonucleotidico de PCR cadena abajo es complementario de la secuencia del extremo 3’ de la secuencia
de ADN deseada. La secuencia de ADN deseada preferentemente codifica la parte extracelular completa del
receptor de VEGF, y opcionalmente codifica todo o parte de la region transmembrana y/o todo o parte de la region
intracelular, incluyendo el codon de terminacion.

El ADN a amplificar, tal como el que codifica anticuerpos, equivalentes de anticuerpo o receptores de VEGF,
también puede replicarse en una amplia diversidad de vectores de clonacién en una amplia diversidad de células
hospedadoras. La célula hospedadora puede ser procariota o eucariota.

El vector en el que se corta y empalma el ADN puede comprender segmentos de secuencias de ADN
cromosomicas, no cromosomicas y sintéticas. Algunos vectores de clonacion procariotas adecuados incluyen
plasmidos derivados de E. coli tales como colEl, pCRI, pBR322, pMB9, pKSM y RP4. Los vectores procariotas
también incluyen derivados de ADN de fagos tales como M13 y otros fagos de ADN monocatenario filamentosos. Un
vector preferido para clonar acido nucleico que codifica el receptor de VEGF es el vector de Baculovirus.

El vector que contiene el ADN a expresar se introduce por transfeccion en una célula hospedadora adecuada. La
célula hospedadora se mantiene en un medio de cultivo apropiado, y se somete a condiciones en las que se replican
las células y el vector. El vector puede recuperarse de la célula. El ADN a expresar puede recuperarse del vector.

El ADN a expresar, tal como el que codifica anticuerpos, equivalentes de anticuerpo o receptores, puede insertarse
en un vector de expresion adecuado y expresarse en una célula hospedadora procariota o eucariota adecuada.

Por ejemplo, el ADN insertado en una célula hospedadora puede codificar la parte extracelular completa del receptor
de VEGF o un fragmento soluble de la parte extracelular del receptor de VEGF. La parte extracelular del receptor de
VEGEF codificado por el ADN opcionalmente puede unirse por el extremo 5’ o el extremo 3’, o por ambos extremos, a
secuencias de aminoacidos adicionales. Las secuencias de aminoacidos adicionales pueden unirse a la regiéon
extracelular del receptor de VEGF, tales como la secuencia lider, a la region transmembrana y/o a la region
intracelular del receptor de VEGF. Las secuencias de aminoacidos adicionales también pueden ser secuencias no
unidas al receptor de VEGF de forma natural. Preferentemente, dichas secuencias de aminoacidos adicionales
cumplen un fin particular, tal como mejorar los niveles de expresién, la secrecidon, la solubilidad o la
inmunogenicidad.

Se conocen vectores para expresar proteinas en bacterias, especialmente E. coli, (Dieckmann y Tzagoloff, J. Biol.
Chem., 260: 1513, 1985). Estos vectores contienen secuencias de ADN que codifican antranilato sintetasa (TrpE)
seguido de un polienlazador en el extremo carboxilo terminal. Otros sistemas de vectores de expresién se basan en
la beta-galactosidasa (pEX); PL lambda; proteina de unidon a maltosa (pMAL); y glutation S-transferasa (pGST)
(Gene, 67: 31, 1988; Peptide Research, 3: 167, 1990).

También se conocen vectores adecuados para la expresion en células de mamifero. Dichos vectores incluyen
derivados bien conocidos de SV-40, adenovirus, secuencias de ADN derivadas de retrovirus y vectores lanzadera
obtenidos por combinacién de vectores de mamifero funcionales, tales como los descritos anteriormente, y
plasmidos funcionales y ADN de fago.

En la técnica se conocen vectores adicionales para la expresion de células eucariotas (Southern, P. J. y Berg, P., J.
Mol. Appl. Genet., 1: 327, 1982; Subramani et al, Mol. Cell. Biol., 1: 854, 1981; Kaufinann y Sharp, J. Mol. Biol., 159:
601, 1982; Kaufinann y Sharp, Mol. Cell. Biol., 1982; Scahill et al., PNAS, 80: 4654, 1983; Urlaub y Chasin, PNAS,
77: 4216, 1980). Los vectores de expresion utiles en la presente invencion contienen al menos una secuencia de
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control de la expresién que esta unida operativamente con la secuencia de ADN o fragmento a expresar. La
secuencia de control se inserta en el vector para controlar y regular la expresion de la secuencia de ADN clonada.
Los ejemplos de secuencias de control de la expresion utiles incluyen el sistema lac, el sistema trp, el sistema tac, el
sistema trc, regiones promotoras y operadoras importantes del fago lambda, la regién de control de la proteina de
cubierta fd, los promotores glucoliticos de levadura, por ejemplo, el promotor para la 3-fosfoglicerato quinasa, los
promotores de fosfatasa acida de levadura, por ejemplo, Pho5, los promotores de los factores de acoplamiento alfa
de levadura, y promotores derivados de polioma, adenovirus, retrovirus y virus de simio, por ejemplo, los promotores
temprano y tardio de SV40, y otras secuencias que se sabe que controlan la expresion de genes de células
procariotas o eucariotas y sus virus.

Para la expresion, se insertan en una célula hospedadora vectores que contienen las sefales de control y el ADN a
expresar, tal como el que codifica anticuerpos, equivalentes de anticuerpo o receptores de VEGF. Algunas células
hospedadoras de expresion utiles incluyen células procariotas y eucariotas bien conocidas. Algunos hospedadores
procariotas adecuados incluyen, por ejemplo, E. coli, tal como E. coli SG-936, E. coli HB 101, E. coli W3110, E. coli
X1776, E. coli X2282, E. coli DHI y E. coli MRCI, Pseudomonas, Bacillus, tal como Bacillus subtilis, y Streptomyces.
Las células eucariotas adecuadas incluyen células de levadura y otros hongos, insectos, animales, tales como
células COS y células CHO, células humanas y células vegetales en cultivo tisular.

Después de la expresion en una célula hospedadora mantenida en un medio adecuado, el polipéptido o péptido a
expresar, tal como anticuerpos, equivalentes de anticuerpo o receptores de VEGF, puede aislarse del medio y
purificarse por medios conocidos en la técnica. Si el polipéptido o péptido no se secreta al medio de cultivo, las
células hospedadoras se lisan antes del aislamiento y purificacion.

Ademas, los anticuerpos de la invencion pueden prepararse inmunizando a un mamifero con un receptor soluble.
Los receptores solubles pueden usarse tal cual como inmundgenos, o pueden unirse a una proteina portadora u a
otros objetos, tales como perlas, por ejemplo, perlas de sepharose. Después de que el mamifero ha producido
anticuerpos, se aisla una mezcla de células productoras de anticuerpos, tales como los esplenocitos. Los
anticuerpos monoclonales pueden producirse aislando células productoras de anticuerpos individuales a partir de la
mezcla e inmortalizando las células, por ejemplo, fusionandolas con células tumorales tales como células de
mieloma. Los hibridomas resultantes se conservan en cultivo, y expresan anticuerpos monoclonales, que se recogen
del medio de cultivo.

Los anticuerpos también pueden prepararse a partir de receptores unidos a la superficie de células que expresan el
receptor especifico de interés. La célula a la que estan unidos los receptores puede ser una célula que expresa de
forma natural el receptor, tal como una célula endotelial vascular en el caso de VEGFR. Como alternativa, la célula a
la que esta unido el receptor puede ser una célula en la que se ha introducido por transfeccién el ADN que codifica
el receptor, tal como células 3T3, que se han transfectado con VEGFR.

Un receptor puede usarse como un inmunégeno para inducir un anticuerpo de la presente invencion. El péptido
receptor puede obtenerse a partir de fuentes naturales, tales como células que expresan los receptores. Por
ejemplo, el péptido receptor de VEGF puede obtenerse a partir de células endoteliales vasculares. Como alternativa,
pueden prepararse péptidos receptores sintéticos usando maquinas disponibles en el mercado. En dicha realizacién,
la secuencia de aminoacidos del receptor de VEGF puede proporcionarse mediante la bibliografia publicada
(Shibuya et al., Oncogene, 5: 519, 1990; documento PCT/US92/01300; Terman et al., Oncogene, 6: 1677, 1991;
Matthews et al., PNAS, 88: 9026, 1991).

Como alternativa, se clona y expresa ADN que codifica un receptor, tal como un ADNc o un fragmento del mismo, y
el polipéptido resultante se recupera y de este modo puede usarse como un inmundgeno para inducir un anticuerpo
de la presente invencién. Por ejemplo, para preparar los receptores de VEGF contra los que se preparan los
anticuerpos, pueden insertarse moléculas de acido nucleico que codifican los receptores de VEGF de la presente
invencion, o partes de las mismas, especialmente las partes extracelulares de las mismas, en vectores conocidos
para su expresion en células hospedadoras usando técnicas de ADN recombinante convencionales, tales como las
descritas mas adelante. Las fuentes adecuadas de dichas moléculas de &cido nucleico incluyen células que
expresan receptores de VEGF, es decir, células endoteliales vasculares.

El anticuerpo puede prepararse en cualquier mamifero; los mamiferos adecuados distintos de seres humanos
incluyen, por ejemplo, un conejo, rata, ratén, caballo, cabra o primate. Con frecuencia se usan ratones para preparar
anticuerpos monoclonales. El anticuerpo puede ser un miembro de una de las siguientes clases de inmunoglobulina:
IgG, IgM, IgA, IgD, o IgE, y las subclases de las mismas, y preferentemente es un anticuerpo IgG1. Los anticuerpos
de la presente invencion y sus equivalentes funcionales pueden ser o pueden combinar miembros de cualquiera de
las clases de inmunoglobulina.

Neutralizacién de la activacion por VEGF de receptores de VEGF

La neutralizacion de la activacion de un receptor de VEGF en una muestra de células endoteliales o no endoteliales,
tales como células tumorales, puede realizarse in vitro o in vivo. La neutralizacién de la activacién por VEGF de un
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receptor de VEGF en una muestra de células que expresan el receptor de VEGF comprende poner en contacto las
células con el anticuerpo de la presente invencién. Las células se ponen en contacto in vitro con el anticuerpo, antes,
simultaneamente con, o después de afiadir VEGF a la muestra de células.

In vivo, el anticuerpo de la presente invencidn se pone en contacto con un receptor de VEGF mediante la
administracion a un mamifero. Los métodos de administracion a un mamifero incluyen, por ejemplo, administracion
oral, intravenosa, intraperitoneal, subcutanea o intramuscular.

Este método de neutralizacion in vivo es util para inhibir la angiogénesis en un mamifero. La inhibiciéon de la
angiogénesis es un método terapéutico util, tal como para prevenir o inhibir la angiogénesis asociada con afecciones
patolégicas tales como el crecimiento tumoral. En consecuencia, el anticuerpo de la presente invencion es un agente
inmunoterapéutico antiangiogénico y antitumoral.

Como se usa en el presente documento, el término “mamifero” significa cualquier mamifero. Algunos ejemplos de
mamiferos incluyen mascotas, tales como perros y gatos; animales de granja, tales como cerdos, vacas, ovejas y
cabras; animales de laboratorio, tales como ratones y ratas; primates, tales como monos, simios y chimpancés; y
seres humanos.

Se encuentran receptores de VEGF en algunas células no endoteliales, tales como células tumorales, lo que indica
la presencia inesperada de un bucle autocrino y/o paracrino en estas células. Los antagonistas, por ejemplo, los
anticuerpos, de la presente invencién son utiles en la neutralizacién de la actividad de los receptores de VEGF en
dichas células, bloqueando de este modo el bucle autocrino y/o paracrino e inhibiendo el crecimiento tumoral. Los
métodos para inhibir la angiogénesis y para inhibir afecciones patolégicas tales como el crecimiento tumoral en un
mamifero comprenden administrar una cantidad eficaz de uno cualquiera de los antagonistas de la invencién, por
ejemplo, anticuerpos, incluyendo cualquiera de los equivalentes funcionales de los mismos, por via sistémica a un
mamifero, o directamente a un tumor existente en el mamifero. El mamifero es preferentemente humano. Este
método es eficaz para tratar sujetos tanto con tumores solidos, preferentemente tumores altamente vasculares,
como con tumores no solidos.

La inhibiciéon o reduccién del crecimiento tumoral incluye la prevencion o inhibicion de la progresion de un tumor,
incluyendo tumores cancerosos y no cancerosos. La progresion de un tumor incluye la invasividad, metéastasis,
recurrencia y aumento de tamafio del tumor. La inhibicién o reduccién del crecimiento tumoral también incluye la
destruccion de un tumor.

Todos los tipos de tumores pueden tratarse por los métodos de la presente invencion. Los tumores pueden ser
sélidos o no sdlidos.

Algunos ejemplos de tumores sélidos que pueden tratarse con los antagonistas de la presente invencion incluyen
carcinomas, sarcomas, blastomas o gliomas. Algunos ejemplos de dichos tumores incluyen tumores epidermoides,
tumores escamosos, tales como tumores de cabeza y cuello, tumores colorrectales, tumores de prostata, tumores de
mama, tumores de pulmon, incluyendo tumores de pulmdn microciticos y no microciticos, tumores pancreaticos,
tumores de tiroides, tumores ovaricos y tumores de higado. Otros ejemplos incluyen sarcoma de Kaposi, neoplasias
del SNC, neuroblastomas, hemangioblastomas capilares, meningiomas y metastasis cerebrales, melanoma,
carcinomas y sarcomas gastrointestinales y renales, rabdomiosarcoma, glioblastoma, preferentemente glioblastoma
multiforme y leiomiosarcoma. Los ejemplos del cancer cutaneos vascularizados para los que son eficaces los
antagonistas de la presente invencion incluyen carcinoma de células escamosas, carcinoma de células basales y
canceres cutaneos que pueden tratarse reprimiendo el crecimiento de queratinocitos malignos, tales como
queratinocitos malignos humanos.

Algunos ejemplos de tumores no sdlidos incluyen leucemias, mielomas multiples y linfomas. Algunos ejemplos de
leucemias incluyen leucemia mielocitica aguda (AML), leucemia mielocitica cronica (CML), leucemia linfocitica
aguda (ALL), leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia eritrocitica o leucemia monocitica. Algunos ejemplos de
linfomas incluyen linfomas asociados con la enfermedad de Hodgkin y la enfermedad no Hodgkin.

La prevencion o inhibicién de la angiogénesis también es util para tratar afecciones patolégicas no neoplasicas
caracterizadas por una angiogénesis excesiva, tales como glaucoma neovascular, retinopatia proliferativa
incluyendo retinopatia diabética proliferativa, artritis, degeneracién macular, hemangiomas, angiofibromas y
psoriasis.

Uso de los anticuerpos de la invencién para aislar y purificar el receptor de VEGF

Los antagonistas de la presente invenciéon pueden usarse para aislar y purificar el receptor de VEGF usando
métodos convencionales tales como cromatografia de afinidad (Dean et al., Affinity Chromatography: A Practical
Approach, IRL Press, Arlington, VA, 1985). Otros métodos bien conocidos en la técnica incluyen separacion
magnética con perlas magnéticas recubiertas con anticuerpo, “selecciéon” con un anticuerpo unido a una matriz
sélida y citometria de flujo (FACS).
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La fuente del receptor de VEGF es tipicamente células vasculares y, especialmente, células endoteliales vasculares,
que expresan el receptor de VEGF. Son fuentes adecuadas de células endoteliales vasculares los vasos
sanguineos, tales como células sanguineas de cordén umbilical, especialmente células endoteliales vasculares del
cordon umbilical humano (HUVEC).

Los receptores de VEGF pueden usarse como material de partida para producir otros materiales, tales como
antigenos para preparar anticuerpos monoclonales y policlonales adicionales que reconozcan y se unan al receptor
de VEGF u otros antigenos de la superficie de células que expresan el VEGF.

Uso de anticuerpos de la invencién para aislar y purificar células tumorales positivas para KDR

Los anticuerpos de la presente invencion pueden usarse para aislar y purificar células tumorales positivas para Flk-1
KDR (VEGFR-2), es decir, células tumorales que expresan KDR, usando métodos convencionales tales como
cromatografia de afinidad (Dean, P. D. G. et al., Affinity Chromatography: A Practical Approach, IRL Press, Arlington,
VA, 1985). Otros métodos bien conocidos en la técnica incluyen separacion magnética con perlas magnéticas
recubiertas con anticuerpo, agentes citotdxicos, tales como complemento, conjugados con el anticuerpo, “seleccion”
con un anticuerpo unido a una matriz sélida y citometria de flujo (FACS).

Control de los niveles de VEGF y receptores de VEGF in Vitro o in Vivo

Los anticuerpos de la presente invencién pueden usarse para controlar los niveles de VEGF o receptores de VEGF
in vitro o in vivo en muestras biolégicas usando ensayos convencionales y métodos conocidos en la técnica. Algunos
ejemplos de muestras biolégicas incluyen fluidos corporales, tales como sangre. Los ensayos convencionales
implican, por ejemplo, marcar los anticuerpos y realizar inmunoensayos convencionales, tales como
radioinmunoensayos, como se conoce bien en la técnica.

En la bibliografia se describen técnicas de ADN recombinante convencionales utiles para llevar a cabo la presente
invencién (Sambrook et al., "Molecular Cloning, "Segunda Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1987;
Ausubel et al, (Eds) "Current Protocols in Molecular Biology, "Green Publishing Associates/Wiley-Interscience, Nueva
York, 1990).

Administracion

Los anticuerpos del receptor de la presente invenciéon pueden administrarse para tratamientos terapéuticos a un
paciente que padezca un tumor, en una cantidad suficiente para prevenir, inhibir o reducir la progresion del tumor,
por ejemplo, el crecimiento, la invasividad, la metastasis y/o la recurrencia del tumor. Una cantidad adecuada para
conseguir este fin se define como una dosis terapéuticamente eficaz. Las cantidades eficaces para este uso
dependeran de la gravedad de la enfermedad y del estado general del propio sistema inmunitario del paciente. Los
programas de dosificaciéon también variaran dependiendo de la patologia y del estado del paciente, y tipicamente
variaran desde una sola dosificacion en embolada o infusidon continua a multiples administraciones al dia (por
ejemplo, cada 4-6 horas) o como se indique por el médico a cargo del tratamiento y el estado del paciente. Sin
embargo, debe indicarse que la presente invencion no esta limitada a ninguna dosis particular.

La presente invencién puede usarse para tratar cualquier tumor adecuado, incluyendo, por ejemplo, tumores de
mama, corazoén, pulmon, intestino delgado, colon, bazo, rifién, vejiga, cabeza y cuello, ovario, préstata, cerebro,
pancreas, piel, hueso, médula ésea, sangre, timo, utero, testiculos, cuello uterino o higado. Preferentemente, los
métodos de la presente invencion se usan cuando el tumor es un tumor del colon o cuando el tumor es un carcinoma
de pulmoén no microcitico (NSCLC).

Ademas, los tumores de la presente invencion preferentemente tienen una expresion o sefializacion aberrante de
VEGFR. Se ha observado una sefalizacion potenciada por VEGFR en muchos canceres humanos diferentes. Las
células endoteliales que se infiltran en gliomas expresan altos niveles de VEGFR-2 (Plate et al., Nature, 359: 845,
1992). Los niveles de VEGFR-2 estan especificamente regulados de forma positiva por VEGF producido por
glioblastomas humanos (Plate et al., Cancer Res., 53: 5822, 1993). El descubrimiento de altos niveles de la
expresion de VEGFR-2 en células endoteliales asociadas a glioblastoma (GAEC) indica que la actividad del receptor
probablemente se induzca durante la formacién del tumor, ya que los transcritos de VEGFR-2 apenas son
detectables en las células endoteliales de cerebro normales. Esta regulacion positiva esta restringida a las células
endoteliales vasculares muy proximas al tumor.

La presente invencion es util para la inhibicién o reduccion del crecimiento tumoral. Por inhibicion o reduccion del
crecimiento tumoral se entiende la prevencion, la inhibicion o la reduccion de la progresiéon del tumor, por ejemplo, el
crecimiento, invasividad, metastasis y/o recurrencia del tumor. Ademas, la presente invencion también puede ser util
para el tratamiento de una afeccion angiogénica, tal como aterosclerosis, artritis, degeneracion macular y psoriasis.
La identificacion de los pacientes que tienen afecciones para las que es util la presente invencion esta dentro de la
capacidad y el conocimiento de un experto en la materia.
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En la presente invencion puede usarse cualquier método o via adecuada para administrar los anticuerpos de
VEGFR, por ejemplo, administracion oral, intravenosa, intraperitoneal, subcutanea o intramuscular. La dosis de
antagonista administrada depende de numerosos factores que incluyen, por ejemplo, el tipo de anticuerpos, el tipo y
gravedad del tumor a tratar y la via de administracion de los anticuerpos. Deberia enfatizarse, sin embargo, que la
presente invencién no se limita a ninguin método o via de administracién particular.

En una realizacién alternativa, el antagonista de VEGFR puede administrarse en combinacién con uno o mas
agentes antineoplasicos (documento US 6.217.866). Puede usarse cualquier agente antineoplasico adecuado, tal
como un agente quimioterapéutico o radiacién. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen, entre otros,
cisplatino, doxorubicina, paclitaxel, irinotecan (CPT-11), topotecan o una combinacién de los mismos. Cuando el
agente antineoplasico es radiacion, la fuente de la radiaciéon puede ser externa (radioterapia de haz externo-EBRT) o
interna (braquiterapia-BT) al paciente que se esté tratando. La dosis de agente antineoplasico administrada depende
de numerosos factores que incluyen, por ejemplo, el tipo de agente, el tipo y gravedad de tumor que se trate y la via
de administracion del agente. Debe subrayarse, sin embargo, que la presente invencion no se limita a ninguna dosis
particular.

En una realizacién alternativa adicional, el anticuerpo de VEGFR de la presente invenciéon puede administrarse en
combinacién con uno o mas adyuvantes adecuados, tales como, por ejemplo, citocinas (por ejemplo, IL-10 e IL-13) u
otros inmunoestimuladores. Véase, por ejemplo, Larrivee et al., mencionado anteriormente. Debe apreciarse, sin
embargo, que la administracion de solamente el antagonista de VEGFR es suficiente para prevenir, inhibir o reducir
la progresion del tumor de una manera terapéuticamente eficaz.

Ademas, el anticuerpo de VEGFR puede administrarse como un conjugado de ligando, que se une especificamente
al receptor y libera una carga toxica letal después de la internalizacion de la toxina-ligando. Se disefiaron conjugados
entre toxinas y los receptores con el objetivo de desarrollar agentes téxicos especificos para VEGFR o células
tumorales que sobreexpresan VEGFR minimizando a la vez la toxicidad no especifica. Por ejemplo, se demostré que
un conjugado compuesto de EGF y endotoxina de Pseudomonas (PE) era toxico para células HelLa que expresaban
EGER in vitro. Diversos agentes, incluyendo la tioridacina y los adenovirus, pueden potenciar la captacion celular del
conjugado, asi como aumentar la citotoxicidad del conjugado.

Se entiende que los anticuerpos de VEGFR de la presente invencién, cuando se usen en un mamifero con un
objetivo profilactico o de tratamiento, se administraran en forma de una composiciéon que comprende adicionalmente
un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, por
ejemplo, uno o mas de los siguientes: agua, soluciéon salina, soluciéon salina tamponada con fosfato, dextrosa,
glicerol, etanol y similares, asi como combinaciones de los mismos. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables
pueden comprender ademas cantidades minoritarias de sustancias adyuvantes tales como agentes humectantes o
emulsionantes, conservantes o tampones, que aumentan el periodo de validez o eficacia de las proteinas de union.
Las composiciones para inyeccion pueden, como se conoce bien en la técnica, formularse para proporcionar una
liberacion rapida, prolongada o retardada del principio activo después de su administracion al mamifero.

Los anticuerpos de VEGFR de la presente invencion pueden estar en diversas formas. Estas incluyen, por ejemplo,
formas de dosificacion solidas, semisodlidas y liquidas, tales como comprimidos, pildoras, polvos, soluciones,
dispersiones o suspensiones liquidas, liposomas, supositorios, soluciones inyectables e infundibles. La forma
preferida depende del modo de administracion deseado y de la aplicacién terapéutica.

Dichos anticuerpos pueden prepararse de una manera bien conocida en la técnica farmacéutica. Para realizar la
composicion, el principio activo habitualmente se mezclard con un vehiculo, o se diluira con un vehiculo, y/o se
incluird dentro de un vehiculo que puede estar, por ejemplo, en forma de una capsula, sobrecito, papel u otro
recipiente. Cuando el vehiculo actia como diluyente, puede ser un material sélido, semisoélido o liquido, que actua
como vehiculo, excipiente o medio para el principio activo. Por lo tanto, la composicién puede estar en forma de
comprimidos, grageas, sobrecitos, obleas, elixires, suspensiones, aerosoles (en forma sdlida o en un medio liquido),
pomadas que contienen, por ejemplo, hasta el 10% en peso del compuesto activo, capsulas de gelatina blanda y
dura, supositorios, soluciones de inyeccion, suspensiones, polvos envasados estériles y un parche tépico.

Radiacion

La fuente de radiaciéon usada en combinacion con un antagonista del receptor de VEGF puede ser externa o interna
al paciente que se esté tratando. Cuando la fuente es externa al paciente, la terapia se conoce como terapia de
radiacion de haz externo (EBRT). Cuando la fuente de radiacién es interna al paciente, el tratamiento se denomina
braquiterapia (BT).

La radiaciéon se administra de acuerdo con técnicas convencionales bien conocidas usando el equipo convencional
fabricado para este fin, tal como AECL Theratron y Varian Clinac. La dosis de radiacion depende de numerosos
factores como se conoce bien en la técnica. Dichos factores incluyen el drgano que se trate, los 6rganos sanos en la
trayectoria de la radiacion que podrian verse afectados negativamente de forma involuntaria, la tolerancia del
paciente a la radioterapia y el area del cuerpo que necesite tratamiento. La dosis tipicamente estara comprendida
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entre 1y 100 Gy, y mas particularmente entre 2 y 80 Gy. Algunas dosis que se han indicado incluyen 35 Gy para la
médula espinal, 15 Gy para los rifiones, 20 Gy para el higado y 65-80 Gy para la prostata. Debe subrayarse, sin
embargo, que la presente invencion no se limita a ninguna dosis particular. La dosis se determinara por el médico a
cargo del tratamiento de acuerdo con factores particulares en una situacion dada, incluyendo los factores
mencionados anteriormente.

La distancia entre la fuente de la radiacién externa y el punto de entrada en el paciente puede ser cualquier distancia
que represente un equilibrio aceptable entre la destruccion de las células diana y la minimizacién de los efectos
secundarios. Tipicamente, la fuente de radiacidén externa esta a una distancia comprendida entre 70 cm y 100 cm del
punto de entrada en el paciente.

La braquiterapia se lleva a cabo generalmente poniendo la fuente de radiacion en el paciente. Tipicamente, la fuente
de radiacion se pone aproximadamente a una distancia de 0-3 cm del tejido que se esté tratando. Las técnicas
conocidas incluyen braquiterapia intersticial, intercavitaria y superficial. Las semillas radiactivas pueden implantarse
de forma permanente o temporal. Algunos atomos radiactivos tipicos que se han usado en implantes permanentes
incluyen yodo-125 y radén. Algunos atomos radiactivos tipicos que se han usado en implantes temporales incluyen
radio, cesio-137 e iridio-192. Algunos atomos radiactivos adicionales que se han usado en braquiterapia incluyen
americio-241 y oro-198.

La dosis de radiacién para la braquiterapia puede ser la misma que se ha mencionado anteriormente para la terapia
de radiacion de haz externo. Para determinar la dosis de braquiterapia, ademas de los factores mencionados
anteriormente para determinar la dosis de terapia de radiacion de haz externo, también se tiene en cuenta la
naturaleza del atomo radiactivo usado.

Quimioterapia

Los agentes quimioterapéuticos incluyen todos los compuestos quimicos que son eficaces para inhibir el crecimiento
tumoral. La administracién de agentes quimioterapéuticos puede realizarse de una diversidad de maneras
incluyendo de forma sistémica por las vias parenteral y entérica. En una realizacion, el antagonista del receptor de
VEGEF y el agente quimioterapéutico se administran como moléculas separadas. En otra realizacion, el antagonista
del receptor de VEGF se une, por ejemplo, por conjugacion, a un agente quimioterapéutico.

Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen agentes alquilantes, por ejemplo, mostazas nitrogenadas,
compuestos de etilenimina y alquil sulfonatos; antimetabolitos, por ejemplo, antagonistas de acido félico, purina o
pirimidina; inhibidores mitéticos, por ejemplo, alcaloides de la vinca y derivados de podofilotoxina; antibidticos
citotéxicos; y compuestos que dafian o interfieren con la expresioén del ADN.

Adicionalmente, los agentes quimioterapéuticos incluyen anticuerpos, moléculas bioldgicas y moléculas pequenas,
como se describe en el presente documento. Los ejemplos particulares de agentes quimioterapéuticos o de
quimioterapia incluyen cisplatino, dacabarzina (DTIC), dactinomicina, mecloretamina (mostaza nitrogenada),
estreptozocina, ciclofosfamida, carmustina (BCNU), lomustina (CCNE), doxorubicina (adriamicina), daunorubicina,
procarbazina, mitomicina, citarabina, etopdsido, metotrexato, 5-fluorouracilo, vinblastina, vincristina, bleomicina,
paclitaxel (taxol), docetaxel (taxotere), aldesleucina, asparaginasa, busulfan, carboplatino, cladribina, dacarbazina,
floxuridina, fludarabina, hidroxiurea, ifosfamida, interferon alfa, leuprolide, megestrol, melfalan, mercaptopurina,
plicamicina, mitotano, pegaspargasa, pentostatina, pipobroman, plicamicina, estreptozocina, tamoxifeno, tenipésido,
testolactona, tioguanina, tiotepa, mostaza de uracilo, vinorelbina, clorambucilo, taxol y combinaciones de los
mismos.

La presente invencion también incluye kits para inhibir el crecimiento tumoral que comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz de un antagonista de EGFR y una cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista de
VEGFR. El antagonista de EGFR o VEGFR de los kits de la invencién puede ser cualquier antagonista adecuado,
del que se han descrito ejemplos anteriormente. Preferentemente, el antagonista de EGFR del kit comprende un
anticuerpo o equivalente funcional del mismo, especifico para EGFR. Como alternativa, y también preferentemente,
el antagonista de EGFR del kit comprende una molécula pequeria especifica para EGFR. El antagonista de VEGFR
del kit preferentemente comprende un anticuerpo o equivalente funcional del mismo, especifico para VEGFR. Como
alternativa, el antagonista de VEGFR del kit preferentemente comprende una molécula pequefia especifica para
VEGFR. Ademas, los kits de la presente invencién pueden comprender ademas un agente antineoplasico. En el
presente documento se han descrito ejemplos de agentes antineoplasicos adecuados en el contexto de la presente
invencion. Los kits de la presente invencidon pueden comprender ademas un adyuvante, cuyos ejemplos también se
han descrito anteriormente.

En consecuencia, los anticuerpos de receptor de la presente invencién pueden usarse in vivo e in vitro para métodos
de investigacion, diagndstico, profilacticos o de tratamiento, que se conocen bien en la técnica. Por supuesto, debe
entenderse y esperarse que puedan realizarse variaciones en los principios de la invencion divulgada en el presente
documento por un experto en la materia.
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Ejemplos
La presente invenciéon se describird con mas detalle en lo sucesivo. Sin embargo, debe entenderse que estos
ejemplos tienen Unicamente fines ilustrativos y no deben considerarse limitantes del alcance de la presente
invencion.

Ejemplo 1: Establecimiento de la linea celular secretora de KDR-Fc

El gen correspondiente a los dominios extracelulares (ECD) 1-3 del gen de KDR (n° de referencia AF063658 en el
GenBank) se amplificé a partir de una biblioteca de ADNc placentario humano (Clonetech, Estados Unidos). La
amplificacion se llevé a cabo usando los cebadores KDR 1F (SEQ ID NO: 21) y KDR 3R (SEQ ID NO: 22) que tienen
sitios de digestion BamHI y Nhel respectivamente.

SEQ ID NO: 21: 5-CGC GGATCC ATGGAG AGCAA-3’

SEQ ID NO: 22: 5-CCGCTAGC TTTTTCATGGACCCTGACA-3

Para producir una proteina quimérica KDR(ECD1-3)-Fc, se digiri6 un vector pcNA3-BACE-Fc (Publicacién de
Patente Coreana 10-2005-0032177) compuesto de un gen de la proteina BACE-Fc insertado en un vector pcDNA3
(Invitrogen, Estados Unidos) con BamHI| y Nhel, y después se ligd con el fragmento de PCR digerido con las mismas
enzimas de restriccion. El dominio de Fc se amplificd por PCR usando los cebadores ThFc-F (SEQ ID NO: 23) y
MycFc-R (SEQ ID NO: 24) para tener un sitio de digestion de trombina y un marcador de myc, y el fragmento
amplificado se ligd con el vector usando sitios Nhel y Xhol, construyendo de este modo pcDNA3-KDR D123tFcm.

SEQ ID NO: 23: 5-CCGCTAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGCGGCAGCGACAAAACTCAC-3';
SEQ ID NO: 24: 5-GGCTCGAGTCACAGGTCTTCCTCAGAGATCAGC TTCTGCTCTTACCCGGAGAC-3’

El pcDNA3-KDR D123tFcm consiste en una secuencia de bases que codifica los restos de aminoacidos 1-327 que
comprenden la secuencia sefial de secrecion y el dominio extracelular de KDR humano, una secuencia de bases
que codifica un sitio de reconocimiento de trombina (SSGLVPRGS), una secuencia de bases que codifica 227
aminoacidos correspondientes al dominio Fc de inmunoglobulina G humana (hlgG) y una secuencia de bases
(EQKLISEEDL) que codifica el marcador de myc (Fig. 1).

Para el mapeo de epitopos de anticuerpos, se prepararon KDR (ECD1-2)-Fc (restos de aminoacidos 1-222) y
KDR(ECD2-3)-Fc (restos de aminoacidos 1-327 (A24-116)). Para clonar KDR (ECD1-2), la secuencia preparada se
amplificd por PCR usando un cebador KDR 1F (5-CGC GGATCC ATGGAG AGCAA: SEQ ID NO 25) y un cebador
KDR 12R (5-CTA GCTAGC CCTAT ACCCT ACAAC GACA-3: SEQ ID NO: 26), y después, el fragmento
amplificado por PCR se insert6 en pcDNA3-KDR D123tFcm digerido con BamHI y Nhel, preparandose de este modo
pcDNA3-KDR D12tFcm. Para clonar KDR (ECD2-3), se amplificaron un fragmento de PCR del cebador KDR 1F y el
cebador KDR 23SR (SEQ ID NO: 26) y un fragmento de PCR del cebador KDR 23SF (SEQ ID NO: 27) y el cebador
KDR 23R (SEQ ID NO: 28) por PCR solapante. El fragmento de PCR resultante se inserté en pcDNA3-KDR
D123tFcm usando sitios BamHI y Nhel, preparandose de este modo pcDNA3-KDR D23tFcm (Fig. 2).

SEQ ID NO: 26: 5-ACA TAACCC ACAG AGGCG GCCCGGG TCTCCA-3
SEQ ID NO: 27: 5-GACCCGGGCCGCCTCTGTGGGTTATGTTCAAGATTACAGA-3’
SEQ ID NO: 28: 5-CTA GCTAGC TTTTTCA TGGACCCTGACA-3’

Para producir una proteina quimérica KDR(ECD)-Fc, el vector pcDNA3-KDR D123tFcm preparado anteriormente se
introdujo por transfeccion en células CHO-DG44 (Aprogen, Corea), y las células se cultivaron en a-MEM (GibCo,
Estados Unidos), que contenia dFBS al 10 % (Gibco, Estados Unidos) y G418 a 500 pg/ml (geneticina; Sigma,
Estados Unidos). Para optimizar la expresion de la proteina quimérica KDR(ECD)-Fc, las células se cultivaron en
medio CHO-SFM2 (Gibco) en presencia de MTX (metotrexato, Sigma), mientras se aumentaba la concentracion de
MTX. Como resultado, se confirmé que la proteina se expresaba de forma o6ptima en presencia de MTX a una
concentracion 700 nM.

La proteina producida se purific6 usando cromatografia de afinidad de proteina A (proteina A-Sepharose, GE
healthcare) y cromatografia de exclusion por tamafio (Hiload superdex 200, GE healthcare) y se almacendé en
tampon fosfato 10 mM (pH 7,0) que contenia NaCl 150 mM. La Fig. 3 muestra los resultados de SDS-PAGE de
KDR(ECD1-3)-Fc purificado de acuerdo con el método anterior.

Ejemplo 2: Preparacion de biblioteca de presentacion en fagos de anticuerpos de cadena sencilla (ScFv) humanos
(virgenes) completos

Se obtuvo ARN total a partir de cinco donantes de médula dsea sanos usando TRI Reagent (Sigma) y, basandose
en el ARN total, se purific6 ARNm usando un kit de purificacion de ARNm (kit de preparacion de ARNm oligotex,
Qiagen, Estados Unidos). EIl ARNm se traté usando un sistema de RT-PCR (sistema de RT-PCR ThermoScript,
Gibco-BRL, Estados Unidos) para obtener ADNc. Para obtener un gen VH, se amplificé cada uno de un fragmento
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del gen V y un fragmento DJ usando los cebadores mostrados en la Tabla 1, y cada uno de los fragmentos de ADN
amplificados se amplificaron por una segunda PCR usando cebadores (SEQ ID NOs: 29-61) que tenian sitios de
enzimas de restriccion Sfil en el extremo 5’ y en el extremo 3'.

Tabla 1: Secuencia de cebadores para amplificar fragmentos de genes VH y DJ

Directo-gen VH SEQ ID NO:
HO05 GARGTGCAGCTGGTGGAGTC 29
HO6 CAGSTGCAGCTGCAGGAGTC 30
HO08 CAGGTACAGCTGCAGCAGTC 31
HO09 CAGRTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGG 32
H11 GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCA 33
H12 CAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGAG 34
H13 CAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGGG 35
H14 CAGGTCCAGCTGGTACAGTCTGGGG 36
H15 CAGGTCACCTTGAAGGAGTCTGGTCCTGT 37
H16 CAGATCACCTTGAAGGAGTCTGGTCCTAC 38
H17 CAGGTCACCTTGAGGGAGTCTGGTCCTGC 39
H25 GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGTG 40
H32 CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCG 41
Inverso-gen VH
H210 AATACACGGCCGTGTCCTCAGATC 42
H210L AATACACGGCCGTGTCCTCAGATCTCAGGCTG 43
CTCAGCTCCATGTAGGCTGAG
H211 AGCTCCATGTAGGCTGTGTCT 44
H212 AGCTCCATGTAGGCTGTGCTCATAGACC 45
H213 AGCTCCATGTAGGCTGTGCTTGTGGACA 46
H214 AGCTCCATGTAGGCTGTGCTTATGGAG 47
H220 AAGGACCACCTGCTTTTGGAGG 48
H230 AATACACGGCCGTGTCCTCGGCTCTCAGACTG TTCATT 49
H240 AATACACGGCCTGTCCACGGCGG 50
H250 AATACATGGCGGTGTCCGAGGCCT 51
Directo-gen DJ
CDR3-1 GATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGT 52
CDR3-2 CCTCCAAAAGCCAGGTGGTCCTT 53
CDR3-3 GAGCCGAGGACACGGCCGTGTATTACTGT 54
CDR3-4 CCGCCGTGGACACGGCCGTGTATTACTGT 55
CDR3-5 AGGCCTCGGACACCGCCATGTATTACTGT 56
Inverso-gen DJ
JH-U1 CTGAGGAGACGGTGACC 57
Fusién V-DJ
H48Sfil-dir GCGATGGCCCAGCCGGCCATGGCCCAGRTGCA 58
GCTGGTRSAGTC
H49Sfil-dir GCGATGGCCCAGCCGGCCATGGCCCAGRTCAC 59
CTTGARGGAGTC
H50Sfil-dir GCGATGGCCCAGCCGGCCATGGCCCAGGTRCA 60
GCTRCAGSAGT
H47Sfil-inverso | GGAATTCGGCCCCCGAGGCCTGARGAGACRGT 61
GACC
cf.JR:A0G;S:CoG

19



Para obtener un gen VL, se realizd una primera PCR usando cada uno de los cebadores (Tabla 2) para la
amplificaciéon del gen lambda y cebadores (Tabla 3) para la amplificacion del gen kappa, y cada uno de los
fragmentos amplificados se sometié a una segunda PCR usando cebadores (lambda: SEQ ID Nos: 76-81 y kappa:
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SEQ ID Nos: 106-108) que tenian un sitio de digestion BstX/ en el extremo 5’ y en el extremo 3.

Tabla 2: Secuencia de cebadores para amplificar un fragmento del gen lambda

Directo VA SEQ ID NO.
LO1 CAGYCTGTGCTGACTCAG 62
LO3 CAGCCTGTGCTGACTCAAT 63
LO6 TCCTATGAGCTGACWCAG 64
L15 CAGYCTGTGCTGACTCAGCCGT 65
L20 CAGTCTGTGCTGACGCAGCCG 66
L23 CAGTCTGCCCTGACTCAGCCTC 67
L24 CAGTCTGCCCTGACTCAGCCTG 68
L25 CAGRCTGTGGTGACYCAGGAGCCCTCAC 69
L26 CAGRCTGTGGTGACYCAGGAGCCATCGT 70
L28 TCCTATGAGCTGACWCAGCCACT 71
L34B AATTTTATGCTGACTCAGCCC 72
Inverso VA
L35 CCTCCTCCACCTAGGACGGTGACCTTGG 73
TCCCAGTT
L36 CCTCCTCCACCTAGGACGGTCAGCTTGG 74
TCCCTCCG
L37 CCTCCTCCACCGAGGGCGGTCAGCTGGG 75
TGCCTCCT
VA 22 PCR (BstX])
L34BstXI-dir GGTGGATCCAGCGGTGTGGGTTCCAATT 76
TTATGCTGACTCAGCCC
L40BstXI-dir GGTGGATCCAGCGGTGTGGGTTCCCAGY 77
CTGTGCTGACTCAGCC
L41BstXI-dir GGTGGATCCAGCGGTGTGGGTTCCCAGC 78
CTGTGCTGACTCAATC
L42BstXI-dir GGTGGATCCAGCGGTGTGGGTTCCCAGT 79
CTGCCCTGACTCAGCC
L43BstXI-dir GGTGGATCCAGCGGTGTGGGTTCCCAGR 80
CTGTGGTGACYCAGGA
L44BstXI-dir GGTGGATCCAGCGGTGTGGGTTCCTCCT 81
ATGAGCTGACWCAG
L38BstXl-inverso | GAATTCCACGAGGCTGGCTCCTCCACCK 82
AGGRCGGT
cf)KiGoT;R:A0G;Y: ToC;W:AoT

Tabla 3: Secuencia de cebadores para amplificar un fragmento del gen Kappa

Directo Vk SEQ ID NO.
K12 GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCC 83
K13 GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCA 84
K14 GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCTTCYG 85
K15 GACATCCAGATGACCCAGTCTCCTTCCA 86
K16 AACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCTGCCA 87
K17 AACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTT 88
K18 GCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCAT 89
K19 GCCATCCGGATGACCCAGTCTCCATTCTCC 90
K20 GTCATCTGGATGACCCAGTCTCCATCCTTA 91
K21 GATATTGTGATGACCCAGACTCCACTCTCTCTGT 92
K22 GATATTGTGATGACCCAGACTCCACTCTCCCTGC 93
K23 GATATTGTGATGACCCAGACTCCACTCTCCTCA 94
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Directo Vk SEQ ID NO.
K24 GATRTTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTC 95
K25 GAAATTGTGTTGACRCAGTCTCCAG 96
Directo Vk
K27 GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAG 97
VKA1 GATGTTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCC 08
CGTCACCCTTGGAC
VK10 GAAATTGTGCTGACTCAGTCTCCAGACTTT 99
VK30 GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTC 100
TGCATCTGTAGGAG
Inverso Vk
K28 TCCTCCACGTTTGATTTCCACCTTGGTCCCTTG 101
K29 TCCTCCACGTTTGATCTCCAGCTTGGTCCCC 102
K30 TCCTCCACGTTTGATATCCACTTTGGTCCCAG 103
K31 TCCTCCACGTTTGATCTCCACCTTGGTCCCTCC 104
K32 TCCTCCACGTTTAATCTCCAGTCGTGTCCCT 105
Vk BsTXI
K33BstXI-dir GGTGGATCCAGCGGTGTGGGTTCCGACATCCAGA 106
TGACCCAGTCTCC
K34BstXI-dir GGTGGATCCAGCGGTGTGGGTTCCGATATTGTGA 107
TGACCCAGWCTCC
K36BstXl-inverso | GAATTCCACGAGGCTGGCTCCTICCACGTTTGATH 108
TCCA
cf)H:A,CoT;W: Ao T

Para introducir el fragmento génico VH y el fragmento génico VL en un vector de fagémido, se us6 un vector pAK100
(Krebber, A. et al., J. Immunol. Method., 201: 35, 1997). Para introducir el fragmento génico VL, se mutaron tres
dominios BstXl (236, 365 y 488) presentes en el gen del represor lac (lacl) del vector pAK100 usando el kit de
mutagénesis especifico Quikchange (Stratagene, Estados Unidos). Usando el vector pAK100 modificado, para
preparar un vector de cadena principal para la construccion de la biblioteca de ScFv, el gen V de cadena pesada,
amplificado usando el cebador HO5 (SEQ ID NO: 29) y el cebador H230 (SEQ ID NO: 49), y el fragmento génico DJ,
amplificado usando el cebador CDR3-3 (SEQ ID NO: 54) y el cebador JH-U1 (SEQ ID NO: 57), se sometieron a una
segunda PCR con H48Sfil (SEQ ID NO: 58)/H47Sfil (SEQ ID NO: 61) y la region variable de cadena pesada
resultante se digirié con Sfil y se ligé al vector pAK100 modificado digerido con la misma enzima. Para introducir una
cadena ligera y un enlazador, la region de cadena pesada se amplifico usando cebadores (directo: SEQ ID NO: 109;
e inverso: SEQ ID NO: 110), y la secuencia de cadena ligera del anticuerpo 4-1BB humano (LB506) (Publicacién de
Patente Coreana 2000-0034847) se amplific6 usando cada uno de los cebadores (directo: SEQ ID NO: 111; e
inverso: SEQ ID NO: 112). Los fragmentos amplificados se insertaron en el vector pAK100 modificado en el que se
habia introducido el dominio variable de cadena pesada, usando Xbal/EcoRlI, preparandose de este modo un vector
de cadena principal de biblioteca de anticuerpos.

SEQ ID NO: 109: 5-CGAATTTCTAGATAACGA-3’

SEQ ID NO: 110: 5-CCTCCGCCACTACCTCCTCCTCCGAGGCCCCCGAGGCCTGA-3'

SEQ ID NO: 111: 5-GGTAGTGGCGGAGGAGGCTCCGGTGGA TCCAGCGGTGTGG GTTCCGATATTGTG-3’
SEQ ID NO: 112: 5-CTCGAATTCCCACGAGGCTGGCTCCTCCACGTTTGATTTC-3

Para introducir regiones variables de cadena ligera, se digiri6 cada regidén variable de cadena ligera (x, A)
amplificada con BstXl y se insertd en el vector de cadena principal de la biblioteca de anticuerpos. El plasmido
resultante se digiri6 con una enzima de restriccion Sfil y se ligé con un fragmento de PCR amplificado de region
variable de cadena pesada previamente digerido con Sfil. El plasmido ligado se introdujo por transfeccion en células
ElectroTen-Blue competentes (Stratagene, Estados Unidos). Como resultado, se recogié una biblioteca de fagos de
ScFv que tenia una diversidad de aproximadamente 10" a partir de la colonia.

Ejemplo 3: Bioseleccién

La reserva de biblioteca construida en el Ejemplo 2 se cultivd hasta la fase logaritmica y se rescatd con el fago
auxiliar M13K07 (GE healthcare, Estados Unidos). La biblioteca resultante se amplificé en medio 2xYT (2xYT/C/K;
que contiene 34 ug/ml de cloranfenicol y 70 ng/ml de kanamicina y complementado con IPTG 1 mM) a 30 °C durante
una noche.

La reserva de fagos se precipitdé en PEG6000 al 20 %/NaCl 2,5 M y se resuspendié en PBS. La reserva de fagos

resuspendida se incubd en solucién de leche desnatada al 2 %/PBS que contenia 500 pug/ml de una proteina Fc
humana a 37 °C durante 1 hora para retirar los fagos que mostraban Fc anti-humano.
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El KDR (VEGFR-2 humano) usado como un antigeno era KDR(ECD1-3)-Fc que comprendia los dominios 1, 2y 3 de
tipo IgG del dominio extracelular de KDR. Se cultivé la linea celular estable de KDR(ECD1-3)-Fc preparada en el
Ejemplo 1, y se purific6 KDR(ECD1-3)-Fc a partir de la linea celular cultivada.

En primer lugar, se bloquearon tubos Maxisorp Star (Nunc, Dinamarca) recubiertos con KDR(ECD1-3)-Fc (10 u%/ml)
con leche desnatada al 2 %/PBS a temperatura ambiente durante 2 horas y después se inocularon con 5,4 x 10 ufp
de la reserva de fagos a temperatura ambiente durante 1 hora. Los tubos se lavaron 10 veces con PBST (PBS que
contenia Tween 20 al 0,1 %) y después se lavaron 10 veces con PBS. El fago unido se eluy6é con 1 ml de solucién
nueva de trietilamina 100 mM a temperatura ambiente durante 10 minutos. El fago eluido se dej6é en reposo junto
con 10 ml de células XL1-Blue en la mitad de la fase logaritmica a 37 °C durante 30 minutos, y después se cultivd
con agitacion durante 30 minutos. Después, las células XL1-Blue infectadas se cultivaron en una placa de 2x YT/C
que contenia glucosa al 1 % a 30 °C durante una noche. Después de la primera seleccion, el segundo y tercer
procesos de seleccion se realizaron recubriendo una placa de 96 pocillos (Nunc, Estados Unidos) con KDR(ECD1-
3)-Fc en lugar del tubo maxisorp. Después de realizarse la tercera seleccion, se analizé la capacidad neutralizante
de KDR del fago obtenido mediante ensayos de competicién de VEGF.

Para ensayos de competicion de VEGF, se dejé reaccionar una microplaca recubierta con 200 ng de VEGF 165
(R&D system) durante una noche con leche desnatada al 2 %/PBS a 37 °C durante 2 horas. La microplaca se lavo
con PBS y después se puso una mezcla, obtenida haciendo reaccionar 10 ng de KDR(ECD1-3)-Fc con diversas
cantidades de fago a temperatura ambiente durante 1 hora, en cada pocillo de la placa y se dej6é reaccionar a
temperatura ambiente durante 2 horas. La solucién de reaccién se lavd con PBS, se dejo reaccionar con un
anticuerpo anti-KDR de conejo (Reliatech, Alemania) a 37 °C durante 1 hora, y se dejo reaccionar con un anticuerpo
de cabra anti-conejo conjugado con HRP (peroxidasa de rabano rusticano) (Abcam, Reino Unido) a 37 °C durante 1
hora. Después de terminar la reaccion, se reveld el color de cada pocillo con una solucién de TMB (Sigma) y
después se midié con respecto a absorbancia a 450 nm (Fig. 4).

Como resultado, se vio que 6A6, 6H1, 6G1 y 6C1 podian inhibir la unién de VEGF con KDR, y entre ellos, 6A6 y 6H1
mostraban la mayor capacidad para neutralizar VEGF. Ademas, se mostré que 6A6 y 6H1 tenian una afinidad de
unioén similar a la de un fago 1C11 reconstruido (denominado en lo sucesivo en el presente documento 1C11)
obtenido en el Ejemplo 4. Las secuencias de ADN, secuencias de aminoacidos y secuencias de CDR de ScFv 6A6
(TTAC-0001) se muestran en la Fig. 5.

Ademas, las secuencias de bases y secuencias de aminoacidos de ScFv 6A6 (TTAC-0001) se expresaron como
CDR 1 de cadena pesada (SEQ ID NO: 113 and SEQ ID NO: 114), CDR 2 de cadena pesada (SEQ ID NO: 115y
SEQ ID NO: 116), CDR 3 de cadena pesada (SEQ ID NO: 117 y SEQ ID NO: 118), CDR 1 de cadena ligera (SEQ ID
NO: 119y SEQ ID NO: 120), CDR 2 de cadena ligera (SEQ ID NO: 121 y SEQ ID NO: 122), CDR 3 de cadena ligera
(SEQ ID NO: 123 y SEQ ID NO: 124), regiones variables de cadena pesada (SEQ ID NO: 125 y SEQ ID NO: 20),
regiones variables de cadena ligera (SEQ ID NO: 126 y SEQ ID NO: 1), regiones de cadena pesada de 1gG (SEQ ID
NO: 127 y SEQ ID NO: 128) y regiones de cadena ligera de IgG (SEQ ID NO: 129 y SEQ ID NO: 130).

Ejemplo 4: Construccion de vectores de fagos IMC-1121(rIMC-1121) e IMC-1C11(rIMC-1C11) reconstruidos

Para obtener particulas de fago ScFv IMC-1C11 (documento PCT/US2001/10504) y ScFv IMC-1121 (documento
PCT/US2002/006762) (Imclone) a usar como grupos de control positivos, se clon6 la regiéon ScFv de cada
anticuerpo en el vector pAK.

Para IMC-1C11, se clon6 un gen variable de cadena ligera usando, como molde, un clon de pTA-d9-07 (LG Life
Sciences) obtenido a partir de una biblioteca de anticuerpos virgenes de ratén (LG Life Sciences). El clon se
amplificd por PCR usando los cebadores LR y LF mostrados en la Tabla4, y el gen variable de cadena ligera
amplificado se digirid con BstXl y se ligé a un vector de cadena principal de biblioteca pretratado con BstXl. Se
amplificd un gen variable de cadena pesada por PCR usando un clon de pTA-A5N2-10 (LG Life Sciences) como
molde con los cebadores mostrados en la Tabla 4. Posteriormente, cada una de las reacciones de PCR se realiz6
usando cada uno de los pares de cebadores HF1-RI(A), HF2-HR2(B), HF3-HR3(C) y HF4-HR4(D), y cada uno de los
fragmentos amplificados se amplificé por PCR solapante usando A-B (conjunto de cebadores HF1-HR2) y C-D (par
de cebadores HF3-HR4), y después se amplificé por PCR solapante usando A-B-C-D (par de cebadores HF1-HR4).
Después, cada uno de los fragmentos amplificados se traté con Sfil y se ligé con el vector de cadena principal de
biblioteca que contiene el gen de cadena ligera de 1C11 tratado con Sfil. La Tabla 4 muestra la secuencia sefal de
PelB y la secuencia de ADN para el codén ambar (TGA) del vector de fago (pAK-r1c11).

22



ES 2450933 T3

Tabla 4: Cebador LRy LF

Nombre Secuencia SEQ ID NO:
cadena ligera de pTA- GACATTGTTC TCATCCAGTC TCCAGCAATC ATGTCTGCAT 131
do_07 CTCCAGGGGA GAAGGTCACC ATAACCTGCA GTGCCAGCTC

AAGTGTAAGT TACATGCACT GGTTCCAGCA GAAGCCAGGC
ACTTCTCCCA AACTCTGGAT TTATAGCACA TCCAACCTGG
CTTCTGGAGT CCCTGCTCGC TTCAGTGGCA GTGGATCTGG
GACCTCTTAC TCTCTCACAA TCAGCCGAAT GGAGGCTGAA
GATGCTGCCA CTTATTACTG CCAGCAAAGG AGTAGTTACC
CATTCACGTT CGGCTCGGGG ACAAAGTTGG AAATAAAA

cadena pesada de pTA-
A5N-10

CAGGTTCAGC TCCAGCAGTC TGGGGCAGAG CTTGTGAGGT
CAGGGGCCTC AGTCAAGTTG TCCTGCACAG CTTCTGGCTT
CAACATTAAA GACTACTATA TGCACTGGGT GAAGCAGAGG
CCTGAACAGG GCCTGGAGTG GATTGGATGG ATTGATCCTG
CGAATGGTAA TACTAAATATGACCCGAAGT TCCAGGGCAA
GGCCACTATA ACAGCAGACA CATCCTCCAA CACAGCCTAC
CTGCAGCTCA GCAGCCTGAC ATCTGAGGAC ACTGCCGTCT
ATTACTGTGC TAGATGGGAC TGGTACTTCG ATGTCTGGGG
CGCAGGGACC ACGGTCACCG TTTCC

132

LF

CTGCAGAACC AGCGGTGTGG GTTCCGACAT CGAGCTCACT
CAGTCTCCAT G

133

LR

CTGCAGAACC ACGAGGCTGG CTCCTCCACG TTTTATTTCC
AGCTTGGTCC CCG

134

HF1

CGGCCCAGCC GGCCATGGCC CAGGTCAAGC TGCAGCAGTC
TGGGGCAGAG CTTGTGGGGT CAGGGGCC

135

HF2

GGCTTCAACA TTAAAGACTT CTATATGCA

136

HF3

GATTATGCCC CGAAGTTCCA GGGCAAGGCC ACCATGACTG
CAGACTCATC CTCCA

137

HF4

TACTGTAATG CATACTATGG TGACTACGAA GGCTACTGGG
GCCAA

138

HRA1

GTCTTTAATG TTGAAGCCAG AAGTTGTGCA G

139

HR2

ACTTCGGGGC ATAATCAGAA TCACCATTCT CAGGATCAAT
CCATCCAATC

140

HR3

GTATGCATTA CAGTAATAG

141

HR4

CCGAGGCCCC CGAGGCCTGA GGAGACGGTG ACCGTGGTCC
CTTGGCCCCA GTAGCCTTCG TA

142

ADN de r1C11-ScFv

ATGAAATACC TATTGCCTAC GGCAGCCGCTGGATTGTTAT
TACTCGCGGC CCAGCCGGCC ATGGCCCAGG TCAAGCTGCA
GCAGTCTGGG GCAGAGCTTG TGGGGTCAGG GGCCTCAGTC
AAATTGTCCT GCACAACTTC TGGCTTCAAC ATTAAAGACT
TCTATATGCA CTGGGTGAAG CAGAGGCCTG AACAGGGCCT
GGAGTGGATT GGATGGATTG TCCTGAGAA TGGTGATTCT
GATTATGCCC CGAAGTTCCA GGGCAAGGCC ACCATGACTG
CAGACTCATC CTCCAACACA GCCTACCTGC AGCTCAGCAG
CCTGACATCT GAGGACACTG CCGTCTATTA CTGTAATGCA
TACTATGGTG ACTACGAAGG CTACTGGGGC CAAGGGACCA
CGGTCACCGT CTCCTCAGGC CTCGGGGGCC TCGGAGGAGG
AGGTAGTGGC GGAGGAGGCT CCGGTGGATC CAGCGGTGTG
GGTTCCGACA TCGAGCTCAC TCAGTCTCCA GCAATCATGT

143

CTGCATCTCC AGGGGAGAAG GTCACCATAA CCTGCAGTGC
CAGCTCAAGT GTAAGTTACA TGCACTGGTT CCAGCAGAAG
CCAGGCACTT CTCCCAAACT CTGGATTTAT AGCACATCCA
ACCTGGATTA TGGAGTCCCT GCTCGCTTCA GTGGCAGTGG |
ATCTGGGACC TCTTACTCTC TCACAATCAG CCGAATGGAG
GCTGAAGATG CTGCCACTTA TTACTGCCAG CAAAGGAGTA
GTTACCCATT CACGTTCGGC TCGGGGACCA AGCTGGAAAT
AAAACGTGGA GGAGCCAGCC TCGTGGAATT CGAGCAGAAG
CTGATCTCTG AGGAAGACCT GTAG
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Para obtener IMC-1121, se us6 6G1 como molde para clonar una region variable de cadena ligera. El molde de 6G1
se amplificé por PCR usando los pares de cebadores LF-KR1(A), LF1-LR2(B), LF2-LR3(C) y LF3-LR4(D), se
amplificd por PCR solapante usando A-B (conjunto de cebadores LF-LR2) y C-D (par de cebadores LF2-LR), y
después se amplifico por PCR solapante usando A-B-C-D (par de cebadores LF-LR). El fragmento de PCR obtenido
se tratd con BstXl y se insert6 en el vector de cadena principal de la biblioteca (IMC-1121 reconstruido; denominado
en lo sucesivo en el presente documento IMC-1121). Los cebadores usados en el presente documento se muestran
en la Tabla 5.

Para la region variable de cadena pesada, se usé como molde el clon de YGKL-136 que tenia una secuencia mas
parecida a IMC-1121 entre las secuencias de clones obtenidas de la biblioteca de ScFv virgenes humanos (Ejemplo
2). El clon de YGKL-136 se amplificé por PCR usando cada uno de los pares de cebadores HF-HRI(A), HF1-HR2(B)
y HF2-HR(C), se sometio a PCR solapante A+B (par de cebadores HF-HR2) y después se sometié a PCR solapante
de A+B y C (par de cebadores HF-HR). El fragmento de PCR producido se tratdé con Sfil y se ligé a un vector de
cadena principal de biblioteca que contenia cadena ligera.

Tabla 5: Cebador LF y HF para clonar la region variable de cadena ligera

Nombre Secuencia SEQ ID NO:
GAGGTGCAGC TGGTGGAGTC TGGGGGAGQGC CTGGTCAAGC
CTGGGGGGTC CCTGAGACTC TCCTGTGCAG CCTCTGGATT
CACCTTCAGT AGCTATAGCA TGAACTGGGT CCGCCAGGCT

eCsaadc?an(aje CCAGGGAAGG GGCTGGAGTG GGTCTCATCC ATTAGTAGTA

pesada d¢ | GTAGTAGTTA CATACACTAC GCAGACTCAG TGAAGGGCCG 144

(molde) ATTCACCATC TCCAGAGACA ACGCCAAGAA CTCACTGTAT
CTGCAAATGA ACAGTCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTGT
ATTACTGTGC GAGAGTCACA GATGCTTTTIG ATATCTGGGG
CCCCGGAACC CTGGTCACCG TCTCCTCA
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCTTCC GTGTCTGCAT
CTGTAGGAGA CAGAGTCACC ATCACTTGTC GGGCGAGTCA
GGGTATTAGC AGCTATTTAG GCTGGTATCA GCAGAAACCA

Cadena ligera | GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATGCT GCATCCAATT 145
de 6G1 TGCAAACAGG GGTCCCGCCA AGGTTCAGCG GCAGTGGATC

(molde) | CGGGACAAGT TTCACTCTCA CCCTCAATAA TGTGCAGCCT
GAAGATTCTG CAACTTACTA TTGTCAACAG GCTGACAGTT
TCCCTCTTTC GGCGGAGGGA CCAAAGTGGA AATCAAACGT
GAGGAGCC

CebadorLF | - 000 AGCGGT GTGGGTTCCG ACA 146

Cebador LR | 16 GTGACTCT GTCTCCTATA GATGCAGACA CGGATGAT 147

Cebador LF1 | 10 TATAGGAG ACAGAGTCAG CA 148

Cebador LR2 | 1AcCcAGCCTA ACCAGTTGTC AATACCCTGA CTCGCCCG 149

Cebador LF2 | TTGACAACTG GTTAGGCTGG TATCAGCAGA AACCAGGG 150
AAA

Cebador LR3 | ACCTTGATGG GACCCCTGTG TCCAAATTGG ATGCATCATA 151
GATCAGGAGCTT

Cebador LR | ccccACGAGG CTGGCTCCTC CA 152

Cebador HF | CCGGCCCAGC CGGCCATGGC CGAGGTGCAG CTGGTGCAGT CTGGGGGAGE 153
CCTGGTCA

Cebador HF1 | 1 A TAGTAG TAGTTACATA TACTACGCAG ACTCAGTGA 154

Cebador HF2 | TTACTGTGCG AGAGTCACAG ATGCTTTIGA TATCTGGGGC 155
CAAGGGACAA

Cebador HRT | 10 ACTGAGTC TGCGTAGTAT ATGTAACTAC TACTACT 156
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Nombre Secuencia SEQ ID NO:
Cebador HR2 | ~ 15 TGACTCT CGCACAGTAA TACA 157
Cebador HR | CCGGCCCCCG AGGCCTGAGG AGACGGTGAC CATTGTCCCT 158

TGGCCCCAG

ATGAAATACC TATTGCCTAC GGCAGCCGCT GGATTGTTAT
TACTCGCGGC CCAGCCGGCC ATGGCCGAGG TGCAGCTGGT
GCAGTCTGGG GGAGGCCTGG TCAAGCCTGG GGGGTCCCTG
AGACTCTCCT GTGCAGCCTC TGGATTCACC TTCAGTAGCT
ATAGCATGAA CTGGGTCCGC CAGGCTCCAG GGAAGGGGCT
GGAGTGGGTC TCATCCATTA GTAGTAGTAG TAGTTACATA
TACTACGCAG ACTCAGTGAA GGGCCGATTC ACCATCTCCA
GAGACAACGC CAAGAACTCA CTGTATCTGC AAATGAACAG
TCTGAGAGCC GAGGACACGG CCGTGTATTA CTGTGCGAGA
GTCACAGATG CTTTTGATAT CTGGGGCCAA GGGACAATGG
ADN 1d1€ 1S°FV TCACCGTCTC CTCAGGCCTC GGGGGCCTCG GAGGAGGAGG 159
ri2 TAGTGGCGGA GGAGGCTCCG GTGGATCCAG CGGTGTGGGT
TCCGACATCC AGATGACCCA GTCTCCATCT TCCGTGTCTG
CATCTATAGG AGACAGAGTC ACCATCACTT GTCGGGCGAG
TCAGGGTATT GACAACTGGT TAGGCTGGTA TCAGCAGAAA
CCTGGGAAAG CCCCTAAACT CCTGATCTAC GATGCATCCA
ATTTGGACAC AGGGGTCCCA TCAAGGTTCA GTGGAAGTGG
ATCTGGGACA TATTTTACTC TCACCATCAG TAGCCTGCAA
GCTGAAGATT TTGCAGTTTA TTTCTGTCAA CAGGCTAAAG
CTTTTCCTCC CACTTTCGGC GGAGGGACCA AGGTGGACAT
CAAACGTGGA GGAGCCAGCC TCGTGGAATT CGAGCAGAAG

CTGATCTCTG AGGAAGACCT GTGA

Ejemplo 5: Produccién y purificacion de ScFv soluble

Para preparar ScFv 6A6 soluble, se digiri6 pAK-6A6, que tenian una secuencia pelB y una secuencia ScFv, con
EcoRl y Xbal para obtener un fragmento que tenia la secuencia pelB y la secuencia ScFv. El fragmento se insert6 en
el vector pET21b (Novagen, Estados Unidos) usando las mismas enzimas de restriccion. Para afiadir un marcador
myc al vector insertado con el fragmento que tenia la secuencia pelB y la secuencia ScFv, el vector pET21b, al que
se habia insertado la secuencia pelB y la secuencia ScFv, como molde, se amplificé por PCR usando cebadores
(mycDir: SEQ ID NO: 160, y mycinv: SEQ ID NO: 161) y el fragmento de PCR se ligé al vector que tenia la
secuencia pelB y la secuencia ScFv usando EcoRlI y Xhol, construyéndose de este modo pET21b-KDR 6A6.

SEQ ID NO: 160: 5-GAGCCAGCCTCGTGGAATTCGAACAAAAA-3’
SEC ID N°: 161: $“TGCTCGAGAT TCAGATCCTC TTCTGAGATG

AGTTTTTGTT GAATTCCACG AGGCT-3'

Para la medicion cinética, se insertd una secuencia de marcador V5 (GKPIPNPLLGLDST) en un sitio Xhol cadena
abajo del marcador de myc de la siguiente manera. La secuencia resultante se amplificd por PCR usando cebadores
(V5-Dir: SEQ ID NO: 162 y V5-Inv: SEQ ID NO: 163) que amplificaban los sitios de digestion EcoRI y Xhol que
contenia la secuencia marcadora de V5 de pET21b-KDR 6A6, y el fragmento amplificado se digirié con EcoRlI y Xhol
y se ligé a pET21b-KDR 6A6 digerido con las mismas enzimas de restriccion, construyéndose de este modo pETV-
KDR 6A6. El pETV-KDR 6A6 construido se uso para transformar E. coli BL21(DE3).

SEQ ID NO: 162: 5-CCAGCCTCGTGGAATTC GAAC-3’
SEC ID N®: 163: 5-CCGCTCGAG GGTGGAGTC CAGACCTAATAG
AGGGTT TGGGATCGG CTITCCATTCAGATC CTCTTCTGA-3

Las células E. coli BL21(DE3) transformadas con el pETV-KDR 6A6 se cultivaron para expresar la proteina ScFv
soluble y se centrifugaron, y se recogioé una fracciéon peripladsmica de las células usando solucién Tris 50 mM (pH
8,0) que contenia sacarosa al 20% y 200 pg/ml de un coctel inhibidor de proteasa y lisozima (Roche, Swiss). La
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fraccion obtenida se purificé usando cromatografia de afinidad de Ni-NTI (Hisprep, GE healthcare, Estados Unidos) y
cromatografia de intercambio idnico (Q-sepharose, SP-sepharose, GE healthcare, Estados Unidos), obteniéndose
de este modo una proteina ScFv.

Para 6A6, la columna Hisprep se equilibré usando una solucién que contenia imidazol 20 mM, NaCl 0,4 My PBS 1x,
y la fraccién peripldsmica se puso en la columna y se eluyd con solucién que contenia imidazol 300 mM (imidazol
300 mM, NaCl 0,4 M/PBS 1x). La proteina eluida se dializé con solucién de imidazol 50 mM (pH 6,7), y después se
eluyé usando cromatografia de intercambio catidnico aumentando a la vez la concentraciéon de NaCl a 0,5 M. La
proteina eluida se concentrd (centriprep YM10, milipore, Estados Unidos) y se almacend en solucion PBS. La Figura
6 muestra los resultados de SDS-PAGE del ScFv 6A6 purificado.

Ejemplo 6: Ensayos de competicion de VEGF con VEGF

Para examinar si el ScFv aislado puede inhibir la unién de KDR con VEGF, se realizaron ensayos de competicion.
Para este fin, se recubrié una placa de microtitulacion de 96 pocillos con 20 ng de VEGF 165 a temperatura
ambiente durante una noche, y después se dejo reaccionar con leche desnatada al 2%/PBS a 37 °C durante 2
horas. Después de terminarse la reaccion, la placa se lavé con PBS y posteriormente se pusieron soluciones de
mezcla, obtenidas dejando reaccionar 100 ng de KDR(ECD1-3) digerido con Fc con diversas cantidades de ScFv a
temperatura ambiente durante 1 hora, en la placa de microtitulacion y se dej6 reaccionar a temperatura ambiente
durante 2 horas. Después de terminar la reaccién, la placa se lavdo con PBS y posteriormente se afiadié un
anticuerpo anti-KDR de ratén (6 mg/ml, Reliatech, Alemania) y se dejé reaccionar a 37 °C durante 1 hora. Después,
se afiadié una dilucion 1:5000 de un anticuerpo de cabra anti-ratén conjugado con HRP (Abcam, Reino Unido) y se
dej6 reaccionar durante 1 hora y posteriormente se afnadié solucion de TMB y se dejoé reaccionar. Después, se
midieron las células en cada pocillo de la placa con respecto a la absorbancia a 450 nm y 650 nm. La Figura 7
muestra los resultados de los ensayos competitivos de VEGF con el ScFv anti-KDR purificado en el Ejemplo 5.
Como se muestra en la Figura 7, puede verse que solamente ScFv 6A6 muestra una capacidad potente de
neutralizar KDR.

Ejemplo 7: Mapeo de epitopos con anticuerpo ScFv anti-KDR

Para examinar qué anticuerpos ScFv anti-KDR se unen con qué dominio de los dominios extracelulares 1-3 de KDR,
se recubrié una placa de 96 pocillos con 3 pg/ml de cada uno de los KDR(ECD1-2), KDR(ECD2-3) y KDR(ECD 1-3)-
Fc preparados de acuerdo con el método del Ejemplo 1 mediante reaccion a 37 °C durante 2 horas. Después de
terminar la reaccion, la placa se lavé con PBS y posteriormente se bloqued la parte de la placa que no se habia
recubierto con la proteina KDR con leche desnatada al 2%/PBS. Después, la placa se lavo de nuevo con PBS y
posteriormente se afiadid anticuerpo ScFv anti-KDR 330 nM y se dejo reaccionar a 37 °C durante 1 hora y 30
minutos. Después de terminar la reaccion, la placa se lavé de nuevo con PBS y posteriormente se afiadié una
dilucién 1:500 de un anticuerpo de conejo anti-His6x conjugado con HRP (Abcam, Reino Unido) y se dejé reaccionar
a 37 °C durante 1 hora. Después se revel6 el color de las células de cada pocillo con solucion de TMB y se midi6é
con respecto a la absorbancia a 450 nm.

Como resultado, pudo verse que 6A6 se unia al dominio extracelular 3 de KDR de la misma manera que IMC-1121
(Figura 8). Sin embargo, 6G1 y 6C1 se unian mas fuertemente al domino 1, aunque la absorbancia fuera baja.

Ejemplo 8: Expresion y purificaciéon de IgG

Para la expresiéon en forma de IgG completa, se prepararon vectores de expresion de cadena pesada y de cadena
ligera que comprendian, cada uno, una regién constante completa. Para el vector de expresiéon de cadena pesada,
se traté un vector plgGHD (Aprogen, Corea) que tenia una cadena principal de cadena pesada de 4-1 bb humano
con Sfil, y después se ligé con un fragmento obtenido tratando la region variable de cadena pesada de pAK-ScFv
con Sfil, construyéndose de este modo un vector de expresién plgGHD-6A6Hvy que comprendia una regién
constante completa y una region de cadena pesada (Figura 9).

Para el vector de expresion de cadena ligera, se traté un vector plgGLD (Aprogen, Corea) que tenia una cadena
principal de cadena ligera de 4-1 bb humano con BstXI, y después se ligé con un fragmento obtenido tratando la
region variable de cadena ligera de pAK-ScFv con BstXl, construyéndose de este modo un vector de expresion
plgGLD-6A6Lgt que comprendia una regidon constante completa y una regién de cadena ligera (Figura 10). En el
caso de IMC-1C11 y 1121, los vectores de expresion de IgG se construyeron de la misma manera que se ha
descrito anteriormente.

Para la expresion de IgG, se cotransfectaron células CHO DG44 (Aprogen, Corea) con la misma cantidad del vector
de expresion de cadena ligera (plgGHD-6A6Hvy para el clon 6A6) y del vector de expresién de cadena pesada
(plgGLD-6A6Lgt para el clon 6A6). Las células cotransfectadas se cultivaron en medio a-MEM que contenia dFBS al
10% y 500 pg/ml de G418, y después se selecciond un clon que tuviera el nivel de expresion de proteina mas alto,
mientras que se afiadia MTX a una concentracion que variaba de 10 nM a 700 nM.
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Para la expresion de anticuerpos, las células se cultivaron en medio CHO-SF2 que contenia MTX 700 nM, a 37 °C, y
se recogio el cultivo. Se purificd IgG 6A6 a partir del sobrenadante combinado por cromatografia de afinidad usando
una columna de proteina A (GE healthcare, Estados Unidos) de acuerdo con el protocolo del fabricante. El
sobrenadante se vertié en la columna de proteina A equilibrada con una solucién que contenia fosfato sédico 20 mM
(pH 7,0) y NaCl 100 mM y se lavé con una solucién que contenia fosfato sédico 20 mM (pH 7,0), EDTA 1 mM y NaCl
500 mM. Después, la proteina se eluyd con una solucién de glicina-HCI 0,1 M (pH 3,3) que contenia NaCl 100 mM.
La proteina eluida se neutralizé con Tris 1 M. La proteina eluida se mezclé con tampdn de fosfato sédico 5 mM (pH
6,0) a una relacién de 1:1, y después se vertié en una columna de SP-Sepharose empaquetada previamente (GE
healthcare) equilibrada con fosfato sédico 5 mM (pH 6,0) que contenia NaCl 50 mM. La proteina unida a la columna
se eluy6 con un tampén de fosfato sédico (pH 7,0) que contenia NaCl 50 mM y se vertié en una columna de Q-
sepharose empaquetada previamente (GE healthcare) equilibrada con un tampén de elucion, y se recogié la
proteina no unida. La proteina recogida se concentrd con vivaspin 20 30 Kd (Sartorius) y se dializé con PBS. La
Figura 11 muestra los resultados de SDS-PAGE de la proteina IgG 6A6 purificada de acuerdo con el método
anteriormente descrito.

Ejemplo 9: Ensayos de competicion de 1gG anti-KDR con diversos VEGF

Se realizaron ensayos de competicion de IgG anti-KDR con VEGF de la misma manera que los ensayos de
competicion de VEGF de ScFv KDR realizados en el Ejemplo 6 usando VEGF 165. Como resultado, la IgG 6A6
mostré la mayor capacidad para neutralizar KDR de todos los anticuerpos anti-IgG, lo cual es similar a los resultados
de los ensayos de competicion realizados con ScFv, y mostré una capacidad de neutralizacion de KDR similar a la
de la IgG anti-KDR IMC-1121 reconstruida basandose en la secuencia de aminoacidos (Figura 12).

Ademas, para examinar la unién y competicion de IgG 6A6 con isotipos y familias de VEGF distintas de VEGF165,
se recubrié una placa de 96 pocillos con 200 ng de cada uno de VEGF121, VEGF165, VEGF-C, VEGF-D y VEGF-E,
y después se llevaron a cabo ensayos de competicién de la misma manera que en el Ejemplo 6. Como resultado, la
IgG 6A6 mostré capacidad neutralizante de VEGF al unirse a VEGF121, VEGF165 y VEGF-E, que pertenecen a
VEGF-A, y no se uni6 a VEGF-C y VEGF-D (Figura 13).

Ejemplo 10: Analisis de la afinidad de unién de ScFv e IgG anti-KDR

La afinidad de unién de los anticuerpos a KDR (VEGFR-2) se midié con BlAcore (GE healthcare). En el caso de
ScFv, se inmovilizé KDR(ECD1-3)-Fc en una microplaca CM5 (GE healthcare, Suecia) de acuerdo con el manual del
fabricante, y en el caso de ScFv marcado con V5, se inmovilizé un anticuerpo de V5 (Abchem, Reino Unido) en la
microplaca. El ScFv marcado con V5 se unié a la microplaca CM5 que tenia el anticuerpo de V5 inmovilizado en la
misma, y después se dejé que pasara por la superficie de la microplaca KDR(ECD1-3) sin Fc, obteniéndose de este
modo sensogramas. En el caso de IgG, como sucede con el ScFv que no tiene V5, KDR(ECD1-3)-Fc se inmovilizd
en la microplaca CM5, y después se dejo que diversas cantidades del anticuerpo pasaran por la superficie de la
microplaca, obteniéndose de este modo sensogramas. Basandose en el sensograma obtenido a cada
concentracion, se midieron las constantes cinéticas kon Y koff, ¥ se calculd la Kq a partir de la relacion de las
constantes cinéticas Kofi/kon (Tabla 6).

Como resultado, se confirmé que, entre diversos ScFv, un ScFv que tenia una alta afinidad de union por KDR era
6A6. Ademas, cuando 6A6 se convirtié en la forma de IgG, su valor de Kd fue aproximadamente 2 veces menor que
el de IMC-1121. Esto sugiere que IgG 6A6 se unia mas fuertemente a KDR que IMC-1121.

Tabla 6: valor de Kq (M) de IgG y ScFv anti-KDR

ScFv ScFv-V5 IgG
Kon(1/Ms) Koft(1/s) Ka(M)
6A6 1,11E-08 | 6,93E-09 | 3,17E+05 | 7,3E-05 2,3E-10
6H1 N/A N/A 5,02E+04 | 7,20E-03 | 1,43E-07
6G1 4,11E-07 | 3,31E-08 | 9,06E+04 | 5,48E-03 | 6,05E-08
6C1 4,31E-08 N/A 1,38E+05 | 9,58E-03 | 6,95E-08
IMC-1121b N/A N/A 2,27E+05 | 8,75E-05 | 3,85E-10

* N/A (no aplicable)
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Ejemplo 11: Andlisis de la capacidad neutralizante de KDR de 1gG anti-KDR en células HUVEC usando analisis de
FACS

Se cultivaron células HUVEC procedentes de un cultivo primario en medio sin suero durante una noche para inducir
la sobreexpresién de KDR, y después las células se recogieron y se lavaron tres veces con PBS. Las células
lavadas se dejaron reaccionar con IgG 6A6 o IgG IMC-1C11 (10 pg/ml) a 4 °C durante 1 hora, y después se dejaron
reaccionar con un anticuerpo de conejo anti-lgG humana marcado con FITC (Abchem, Reino Unido) durante 60
minutos. Después de terminarse la reaccion, las células se lavaron y se analizaron con un citémetro de flujo (FACS;
modelo EPICS9, Coulter Corp., Estados Unidos).

Como resultado, como se muestra en la Figura 14, IMC-1C11 y 6A6 reconocieron el KDR de células HUVEC al
mismo nivel.

Ademas, pare examinar la capacidad inhibidora competitiva contra VEGF, se cultivaron células HUVEC en
condiciones sin suero durante una noche para inducir la expresion de KDR, y después las células se recogieron y se
lavaron tres veces con PBS. Las células lavadas se dejaron reaccionar con 20 ng/ml de VEGF a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Después de terminarse la reaccion, las células se dejaron reaccionar con IgG 6A6 e
IgG IMC-1C11 a 4 ° C durante 1 hora, y después se dejaron reaccionar con un anticuerpo de conejo anti-IgG
humana marcado con FITC a 4 °C durante 30 minutos.

Como resultado, como se muestra en la Figura 15, se observé que los dos anticuerpos mostraban una sefial de
unién a VEGF 165, lo que indica que IgG 6A6 se unia de forma competitiva a VEGF. Ademas, en los ensayos de
competicién de VEGF, IgG 6A6 e IgG IMC-1C11 mostraron el mismo nivel de capacidad neutralizante de KDR, pero
la capacidad neutralizante de KDR en células vivas reales fue aproximadamente dos veces mayor para IgG 6A6 que
para IgG IMC-1C11.

Ejemplo 12: Analisis de la capacidad neutralizante de KDR de IgG anti-KDR en células K562

Para examinar la afinidad de union por KDR de los anticuerpos en lineas celulares que expresan KDR distintas de
células HUVEC, se analiz6 la expresion de KDR en la linea celular de leucemia K562 (ATCC CCL-243). La Figura 16
muestra los resultados de un analisis de transferencia de Western para la expresion de KDR en células K562 (ATCC
CCL-243). Como se muestra en la Figura 16, las células K562 y HUVEC expresaban KDR independientemente de la
presencia o ausencia del suero. Por lo tanto, las células K562 (ATCC CCL-243) se trataron de la misma manera que
las células HUVEC del Ejemplo 11 y se analizaron por FACS para examinar si la IgG KDR podia unirse a las células
K562.

Como resultado, como se muestra en la Figura 17, solamente IgG 6A6 se unia a las células K562 a un nivel
significativo, a diferencia de lo que ocurria con las células HUVEC. Los resultados de los ensayos de FACS
mediante competicién de VEGF se muestran en la Figura 18. Como se muestra en la Figura 18, las células K562 no
mostraron un gran cambio en la tasa de células positivas, a diferencia de lo que ocurria con las células HUVEC.
Aunque la razén no esta clara, se cree que esto se debe a que el anticuerpo 6A6 se une fuertemente al KDR
expresado en la superficie de las células K562 o regula el crecimiento de las células usando el mecanismo de bucle
autocrino de VEGF/KDR(VEGFR-2) vy, por lo tanto, si VEGF se trata de forma externa, se induce la expresion de
KDR en las células K562, de modo que se expresa una mayor cantidad de la proteina KDR en la superficie celular, y
aumenta la sefial de IgG 6A6 en comparacion con antes de que el VEGF se trate de forma externa. Ademas, como
se muestra en la Figura 19, se vio que IgG 6A6 podia unirse al KDR de células K562 resistentes a gleevec (The
Catholic University of Korea).

Ejemplo 13: Analisis de la inhibicién de la proliferaciéon de células HUVEC por el anticuerpo 6A6

La inhibicién de la proliferacion de células HUVEC por IgG anti-KDR se analizé usando el reactivo WST-1 (Roche,
Suiza). Se distribuyeron células HUVEC en cada pocillo de una placa de cultivo de 24 pocillos recubierta con
gelatina a una concentracion de 2 x 10* células/pocillo y se cultivaron durante 18 horas. Después, las células se
cultivaron adicionalmente en medio M199 sin suero (Sigma-aldrich, Estados Unidos) durante 4 horas, y después se
anadieron 20 ng/ml de VEGF y diversas concentraciones de 6A6. Después, se afiadio el reactivo WST-1 de acuerdo
con el manual del fabricante y, después de 1 hora y 4 horas, se midieron las células con respecto a la absorbancia a
450 nm y 690 nm (Figura 20).

Como resultado, cuando las células HUVEC se trataron con VEGF, su proliferacién aumentd aproximadamente tres
veces, pero cuando se afiadié en anticuerpo 6A6 a las células HUVEC, la proliferacion de las células se redujo de
una manera dependiente de la concentracion.

Ejemplo 14: Analisis del efecto del anticuerpo 6A6 sobre la inhibicion de la fosforilacion de KDR y ERK

Se cultivaron células HUVEC que habian crecido lo suficiente en medio M199 que contenia FBS al 1% durante 6
horas, y después se trataron con VEGF y anticuerpos 6A6, IMC-1121 y 6C1 a diversas concentraciones durante 10
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minutos. Después, las células se lisaron con 1 ml de tampodn de lisis (Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, EDTA 2 mM, NaCl
137 mM, NazVO4 1 mM, PMSF 1 mM, glicerol al 10%, Triton X-100 al 1%) y se centrifugaron, y el sobrenadante se
tratd con 1 ug/ml de un anticuerpo anti-KDR/Flk-1 (Santa cruz Biotechnology, Estados Unidos) a 4 °C durante 3
horas. El sobrenadante tratado se incubd en perlas de agarosa de proteina A (Sigma-aldrich, Estados Unidos)
durante 1 hora, y la proteina inmunoprecipitada se sometié a electroforesis en SDS-PAGE y después se analiz6 por
transferencia de Western (Figura 21A).

Como resultado, se observé que cuando las células se trataban con VEGF, la fosforilacion de KDR aumentaba como
se esperaba, pero cuando las células se trataban con 6A6 o IMC-1121, se inhibia la fosforilacion de KDR por VEGF.
Ademas, el anticuerpo 6C1 no tuvo ningun efecto sobre la neutralizaciéon de VEGF.

De acuerdo con el método anteriormente descrito, se llevd a cabo un ensayo para examinar si se inhibiria la
fosforilacion de la quinasa ERK que se sabe que recibe la sefial de KDR. Como resultado, se confirmé que 6A6 e
IMC-1121 inhibian la fosforilacion de ERK, pero 6C1 no inhibia sustancialmente la fosforilacion de ERK como era de
esperar (Figura 21B).

Ejemplo 15: Andlisis del efecto inhibidor de IgG 6A6 anti-KDR sobre la quimiotaxia de células endoteliales inducida
por VEGF

Para examinar el efecto inhibidor de IgG 6A6 sobre la migracién de células HUVEC inducida por VEGF, se us6 un
transwell (Corning costar, Estados Unidos) que tenia un filtro de policarbonato de 6,5 mm de diametro (tamafio de
poros 8 uM). La superficie de la capa inferior del filtro se recubrié con 10 ug de gelatina, y se puso medio M199
nuevo (que contenia FBS al 1%) y VEGF en el pocillo de la capa inferior del filtro. Las células HUVEC se diluyeron
en medio M199 (que contenia FBS al 1%) a una concentracion de 1 x 10%/ml, se afiadieron diversas concentraciones
de los anticuerpos anti-KDR y se dejaron reaccionar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se pusieron 100 pl
de la solucién de reaccién en el pocillo de la capa superior y se dejo reaccionar a 37 °C durante 4 horas. Después,
las células se tifieron con hematoxilina y eosina. Las células que no habian migrado se retiraron con un algodén y
las células que migraron al pocillo de la capa inferior se observaron con un microscopio para determinar el niumero
de estas células. Como resultado, se observé que la migracion de células HUVEC inducida por VEGF se inhibia por
6A6 de una manera dependiente de la concentracion (Figura 22).

Ejemplo 16: Analisis del efecto inhibidor de IgG 6A6 anti-KDR sobre la formacion de tubos de células endoteliales
inducida por VEGF

Para examinar si el anticuerpo 6A6 inhibe la formacion de tubos de HUVEC inducida por VEGF, se pusieron 250 pl
de matrigel reducido con factor del crecimiento (Collaborative biomedical products, Estados Unidos) en cada pocillo
de una placa de cultivo tisular de 16 mm de didmetro y se polimerizé a 37 °C durante 30 minutos. Las células
HUVEC se suspendieron en medio M199 (que contenia FBS al 1%), se mezclaron diversas cantidades del
anticuerpo y se dejé que reaccionaran con las células. Después de 30 minutos, las células se sembraron en el
matrigel a una concentracion de 2 x 10° células/pocillo, se afiadieron 10 ng/ml de VEGF, y las células se cultivaron
durante 20 horas. Las células cultivadas se observaron con un microscopio y se capturaron imagenes con un Image-
Pro plus (Media cybernetics, Estados Unidos). Como resultado, se observd que la formacion de tubos de HUVEC
inducida por VEGF se inhibia por IgG 6A6 (Figura 23).

Ejemplo 17: Inhibicién de la internalizacién de VEGF-KDR mediante la uniéon de anticuerpo 6A6 a KDR en la
superficie celular

Se pusieron células HUVEC en un cubreobjetos recubierto con gelatina a una concentracién de 2 x 10*
células/pocillo, después de 24 horas las células se lavaron dos veces con medio M199 y se cultivaron en medio
M199 (que contenia FBS al 1%) durante 6 horas. Las células HUVEC se dejaron reaccionar con diversas
concentraciones del anticuerpo durante 30 minutos y se dejaron reaccionar con 10 ng/ml de VEGF durante 10
minutos. Después de terminarse la reaccion, las células se inmovilizaron y se infiltraron con metanol o formaldehido
al 2% durante 10 minutos y se lavaron con PBS. Después, las células se bloquearon con Triton X-100 al 0,1% y
BSA/PBS al 2% durante 30 minutos, y las células se dejaron reaccionar con un anticuerpo de KDR de ratén durante
1 hora, y posteriormente se dejaron reaccionar con un anticuerpo anti-ratébn marcado con FITC a temperatura
ambiente durante 45 minutos. El cubreobjetos se monté con SloFade (Molecular Probe) y se observd con un
microscopio confocal (Zeiss, Alemania) a 488 nm (longitud de onda de excitacién).

Como resultado, como se muestra en la Figura 24, se observé que el anticuerpo 6A6 inhibia la infiltracion de KDR en
las células, y 6G1 no inhibia sustancialmente la infiltracion de KDR en las células.

Ejemplo 18: Analisis ex vivo del efecto inhibidor de IgG anti-KDR en la angiogénesis

Para examinar si IgG 6A6 inhibe el crecimiento de vasos del anillo adrtico inducido por VEGF, se realizé un ensayo
de anillo adrtico. En primer lugar, se retiraron arterias de ratas de 6 semanas de edad (Sprague Dawley) y después
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se cortaron a un tamafio de aproximadamente 0,5 mm. La arteria cortada se puso en 120 ul de una placa de 48
pocillos recubierta con matrigel y se cubrié con 50 ul de matrigel. Se mezclaron VEGF (10 ng/ml) y cada una de las
IgG 6A6, 6C1y 1121 con medio sin suero endotelial humano (Invitrogen) a un volumen final de 200 pl, y la mezcla
se puso en cada pocillo de la placa. Después de 6 dias, las células se inmovilizaron y se tifieron con Diff-Quick
(Baxter Diagnostics). Los datos se valoraron en una escala de 0 (menos positivo) a 5 (mas positivo), y se realizaron
seis ensayos independientes. La Figura 25A muestra una imagen del crecimiento de los vasos, y la Figura 25B
muestra los resultados estadisticos de las puntuaciones para el crecimiento de los vasos. El anticuerpo 6A6 inhibia
el crecimiento de los vasos inducido por VEGF, pero el anticuerpo 6C1 no mostrd la capacidad inhibidora. Los
resultados del ensayo de anillo adrtico de rata ex vivo anteriormente descritos tienen un significado muy importante
ademas del simple hecho de que 6A6 inhibe la angiogénesis inducida por VEGF. Es decir, los resultados revelaron
que 6A6 podia unirse a Flk-1 para neutralizar el Flk-1 homdlogo de KDR humano expresado en ratas, aunque se
prepard con el fin de neutralizar el KDR humano. En otras palabras, puede verse que el anticuerpo 6A6 tiene
reactividad cruzada entre seres humanos y ratas.

Ejemplo 19: Efecto de 6A6 sobre la inhibicion de la angiogénesis in vivo inducida por VEGF (ensayo de tapén de
matrigel en ratén in vivo)

Después del ensayo del anillo adrtico de rata, se realizé un ensayo de tapon de matrigel en ratén para examinar si el
anticuerpo neutralizado de KDR humano 6A6 puede inhibir la angiogénesis inducida por VEGF in vivo en ratones.
Para este fin, en ratones C57/BL6 de 6-8 semanas de edad se inyectaron por via subcutanea 0,6 ml de matrigel que
contenia 200 pg del anticuerpo, 100 ng de VEGF y 10 unidades de heparina. Después de 7 dias, el tapén de
matrigel se extrajo por cirugia y se hizo una fotografia del mismo (Figura 26A). Después, el tapdn se congelo
rapidamente con nitrégeno liquido en presencia de un compuesto de OCT (temperatura de corte éptima) y se corté a
un grosor de 8-12 um. El tapén cortado se fijo con paraformaldehido tamponado neutro al 4% y se midié la densidad
de los microvasos con un anticuerpo anti-CD31 (Figura 26B). Se observo que el anticuerpo 6A6 podia inhibir la
formacion de vasos sanguineos inducida por VEGF in vivo en ratones. Al igual que en el experimento ex vivo en
ratas, se confirmo de nuevo que el anticuerpo 6A6 podia neutralizar el homdlogo de KDR de ratén Flk-1 y que habia
reactividad cruzada entre seres humanos y ratones. Entre los anticuerpos terapéuticos, aun no se ha presentado un
anticuerpo de KDR que tenga reactividad cruzada entre seres humanos y ratones. Cuando se usa la reactividad
cruzada entre especies del anticuerpo 6A6, puede confirmarse el efecto in vivo del anticuerpo usando ratones o
ratas.

Ejemplo 20: Efecto antineoplasico del anticuerpo 6A6 en el modelo animal de xenoinjerto de cancer de colon

El efecto antineoplasico del anticuerpo 6A6 en modelos animales de xenoinjerto de cancer de colon se analizé
usando ratones con anulacion de IL-2R NOD/SCID con bajo numero de linfocitos T, linfocitos B y linfocitos NK
(hembras, 11 semanas de edad, de 25 g de peso, The Jackson Laboratories, Estados Unidos) que se sabe que
tienen la ventaja de que las células reciben mas facilmente células cancerosas humanas, en comparacion con los
ratones NOD/SCID.

Como células cancerosas humanas se usaron células de cancer de colon humano conocidas como HCT116 (ATCC,
Estados Unidos), y la inyeccion de las células tumorales se realizé inyectando las células por via subcutanea en el
costado izquierdo de los ratones a una concentracion de 2 x 10° células (DMEM sin suero)/10 ul el dia 0.

El anticuerpo 6A6 se inyecto por via intravenosa en los ratones desde el dia 1 (24 horas desde el dia 0 en el que se
inyectaron las células tumorales) tres veces por semana. Los ratones se dividieron en tres grupos, que consistian
cada uno en 5 animales. El grupo 1 fue un grupo al que se inyectdé PBS (grupo de control), al grupo 2 se le
inyectaron 100 pg/ea (= 4 mg/kg) del anticuerpo 6A6, y al grupo 3 se le inyectaron 200 pg/ea (= 8 mg/kg) del
anticuerpo 6A6. El tamafio de un tumor que aparecio en los ratones se midié de acuerdo con la siguiente ecuacion
en dias alternos durante 26 dias:

Volumen tumoral = 1/2 x (longitud x area x altura).
El dia 30 se sacrificod a los ratones y se midié el peso del tumor. Como resultado, se observé que el tamafio tumoral
se reducia de forma dependiente de la dosis en los grupos a los que se administré el anticuerpo 6A6, en

comparacién con el grupo de control al que se inyectdé PBS (Figura 27 y Figura 28).

Ejemplo 21: Efecto antineoplasico del anticuerpo 6A6 en modelos animales de xenoinjerto de cancer de pulmén

Se inyectaron células A549 de cancer de pulmén humano (ATCC, Estados Unidos) por via subcutanea en ratones
desnudos (Japan SLC, Japén) a una concentracion de 7 x 10" células para formar tumores. Diez dias después de la
inyeccion de las células cancerosas, pudieron observarse visualmente los tumores, y posteriormente se inyecto el
anticuerpo 6A6 por via intraperitoneal a los ratones tres veces por semana.

Los ratones se dividieron en tres grupos, que consistian cada uno en cinco animales. El grupo 1 era un grupo al que
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se inyecté PBS (grupo de control), al grupo 2 se le inyectd 1 mg/kg del anticuerpo 6A6, y al grupo 3 se le inyecto 1
mg/kg de Avastin (Genentech, Estados Unidos). Como resultado, como puede verse en la Figura 29, el crecimiento
del tumor se inhibié en el grupo al que se inyectd el anticuerpo 6A6 y en el grupo de control positivo al que se
inyecté Avastin, en comparacion con el grupo de control al que se inyect6 PBS.

Ejemplo 22: Direccién tumoral in vivo del anticuerpo 6A6 marcado con yodo radiactivo

La direccién tumoral del anticuerpo 6A6 se analizé usando la afinidad de unién del anticuerpo por células K562 con
CML (leucemia mielégena crénica). El anticuerpo se marcé con yodo 125 radiactivo usando un método de perlas de
yodo para marcar mas del 90% del anticuerpo con yodo (Figura 30A) y se prepard un anticuerpo anti-KDR (6A6)
marcado con yodo radiactivo que tenia una pureza de mas del 98% (Figura 30B). Se prepard un modelo tumoral de
CML inyectando células K562 por via subcutanea en ratones desnudos Balb/c, y cuando el tamario tumoral alcanzé
1 cm de 21 a 28 dias después de la inyeccion de las células K562, se inyectd el anticuerpo marcado con yodo 125
(100 pg) en la vena de la cola de los ratones desnudos de modelo tumoral de K562. Dos horas y 24 horas después
de la inyeccion del anticuerpo, se obtuvieron imagenes por camara gamma de los animales en los que se habian
formado tumores. Se observo que la introduccion del anticuerpo en los tumores mostraba patrones similares a las 2
horas y las 24 horas, y la radiactividad de fondo se redujo después de 24 horas. Se observo que el anticuerpo
estaba localizado en el tumor, lo que sugeria que KDR se expresaba en el tumor K562. Por lo tanto, debido al efecto
terapéutico del propio anticuerpo por localizacién, asi como debido al aumento del efecto terapéutico provocado por
los rayos beta emitidos desde el is6topo radiactivo, es posible que el anticuerpo pueda usarse como un agente de
radioinmunoterapia (Figura 31).

Ejemplo 23: Maduracién de afinidad de IgG 6A6 usando redistribucion de cadena ligera

Para identificar anticuerpos que tienen una afinidad mayor que la de 6A6, se retiré una cadena pesada del ADN de
la biblioteca de anticuerpos humanos completa preparada en el Ejemplo 2, usando la enzima de restriccién Sfil. En
el sitio del que se habia retirado la cadena pesada, se inserté una cadena pesada de pAK-6A6 tratada con enzima
de restriccion Sfil. EI ADN resultante se us6 para transformar células ETB (Electro Ten blue) (Stratagene, Estados
Unidos), y las células se cultivaron en medio SOB durante 1 hora. Después, las células se extendieron en una placa
cuadrada de 2 x YT (Cm), y al dia siguiente se recogid la colonia y se almacen6 a -70 °C. Como resultado, se
construy6 una biblioteca de redistribucion de cadena ligera de 6A6 que tenia una diversidad de 4 x 10° (Figura 32).

Para examinar si la redistribucion de cadena ligera de la biblioteca se habia conseguido con éxito, se seleccionaron
aleatoriamente 48 clones y se analizaron las secuencias de cadena ligera de dichos clones. Como resultado, no
hubo solapamiento en las secuencias de cadena ligera de los 48 clones.

A partir de la biblioteca, se exploraron clones que tenian una afinidad de unién mayor que la de 6A6 de la misma
manera que en el Ejemplo 3 mediante un proceso de bioseleccidon usando una presentacion en fagos.

Se obtuvieron finalmente 18 candidatos mediante los siguientes procedimientos.

(1) Para evitar que 6A6 se seleccionara de nuevo durante el proceso de bioseleccion, se traté el ADN de la
biblioteca de redistribucion de cadena ligera de 6A6 con una enzima de restriccion Spel que tenia un sitio de
reconocimiento en la CDR3 de 6A6. Después, el ADN se usé para transformar células ETB, se construyd una
sub-biblioteca basandose en las células cultivadas y se analizé la afinidad por KDR de las sub-biblioteca en
ELISA. Entre los candidatos resultantes de la cuarta seleccién, se seleccionaron 94 candidatos y se sometieron a
ensayos de union a KDR de la misma manera que en el Ejemplo 5. Entre los candidatos que mostraban
respuestas positivas, se seleccionaron aleatoriamente 4 candidatos y se determinaron sus secuencias de ADN.
Ademas, los candidatos se sometieron a ensayos de competicion de VEGF usando los fagos respectivos (Figura
33). Como resultado, se seleccionaron 4SD5, 4SC3 y 4SC5, que tenian una capacidad neutralizante de KDR
similar o igual a la del grupo de control positivo 6A6.

(2) En una etapa de lavado en el proceso de bioseleccion, se seleccionaron KE3, KE6, 2KG8, 3KE11, 3KF11,
3KG3 y K3F1 mediante competicion con KDR soluble. El procedimiento de bioseleccion usado en este caso fue
el siguiente.

Se recubrieron tubos Maxisorp Star (Nunc, Dinamarca) con 4 ml de KDR (5 ug/ml) y se bloquearon con leche
desnatada al 2%/PBS a 37 °C durante 2 horas. Después, se dejé que se unieran 500 pl del fago de la biblioteca de
redistribucién de cadena ligera de 6A6 suspendido en leche desnatada al 2% con el KDR, y después se dejo
reaccionar en PBS-T al 0,1% (tween20) durante 1 hora. Posteriormente, los tubos se lavaron 10 veces con PBST al
0,1% y se lavaron 10 veces con tampon de PBS. Después, se afadieron 4 ml de KDR soluble (25 ug/ml/PBS) y se
permitié la unién durante 30 minutos, y los tubos se trataron con trietilamina 100 mM durante 10 minutos para eluir el
fago. El fago eluido se neutralizé con 500 pl de Tris-Cl 1 M (pH 7,5) y se uso6 para transformar células E. coli XL1-
Blue durante 50 minutos, y después se cultivaron las células.

Los anticuerpos seleccionados en cada una de las tres etapas de seleccidon se sometieron a ensayos de competicion
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de VEGF en un estado de particula de fago-ScFv. Entre los cuatro anticuerpos candidatos obtenidos mediante la
primera seleccion, se seleccionaron KE3 y KE6, que tenian alta capacidad competitiva con VEGF en comparacion
con los otros anticuerpos candidatos, y se excluyeron KC7 y KQ11 (Figura 34A). Entre los tres anticuerpos
candidatos obtenidos mediante la segunda seleccion, se excluydé 2KE5 que tenia baja capacidad competitiva con
VEGEF, y se seleccionaron los anticuerpos 2KG4 y 2KG8 restantes, que tenian una capacidad competitiva con VEGF
similar a la de 6A6. El 2KG4 mostr6 la misma secuencia que 3KG3, un anticuerpo seleccionado posteriormente, y
por lo tanto se sustituyé por 3KG3 (Figura 34B).

Entre los cinco anticuerpos candidatos obtenidos mediante la tercera seleccién, se excluyeron 3KG2 y 3KF7, que
tenian baja capacidad competitiva, y solamente se seleccionaron 3KE11, 3KF11 y 3KG3 (Figura 34C). De forma
similar, se seleccioné K3F1 obtenido mediante la tercera seleccién, y K3F1 mostré una capacidad competitiva con
VEGEF significativamente mayor que la de 6A6 (Figura 34D).

(3) En una etapa para permitir que el fago se uniera al antigeno KDR en el procedimiento de bioseleccion,
también se afadié 1IgG IMC-1121 obtenido en el Ejemplo 8 y, como resultado, se seleccionaron clones de |E4,
31G11, 31G12, 3IE1, 3IH2, 12F2, I3A12 e I3F2. El procedimiento de bioseleccidon usado en este caso fue el
siguiente.

Se recubrieron tubos Maxisorp Star (Nunc, Dinamarca) con 4 ml de KDR (5 ng/ml) y se bloquearon con leche
desnatada al 2%/PBS a 37 °C durante 2 horas. Después, se permitié la unién de 500 pl del fago de la biblioteca de
redistribucién de cadena ligera de 6A6 suspendido en leche desnatada al 2% que contenia 21 pg/ml de 1gG IMC-
1121 (0,14 uM) durante 1 hora, y después se dejé reaccionar en PBST al 0,1% durante 1 hora. Posteriormente, los
tubos se lavaron 10 veces con PBST 0,1% y se lavaron 10 veces con tampon de PBS. Después, se afiadieron 4 ml
de KDR soluble (25 png/ml/PBS) a los tubos y se permitié la union durante 30 minutos, y después se trataron con
trietilamina 100 mM durante 10 minutos para eluir el fago. El fago eluido se neutralizé con 500 pl de Tris-Cl 1 M (pH
7,5) y después se uso6 para transformar células E. coli XL1-Blue durante 50 minutos, y se cultivaron las células.

Los anticuerpos seleccionados en cada una de las tres etapas de seleccidon se sometieron a ensayos de competicion
con VEGF en un estado de particula de fago-ScFv. Entre los tres anticuerpos candidatos obtenidos mediante la
primera seleccion, solamente se seleccioné IE4, que tenia una capacidad competitiva con VEGF similar a la de 6A6
(Figura 35A). Se analiz6 la secuencia de ADN de |IE4 y, como resultado, se observé que 28 aminoacidos de IE4 eran
diferentes de los de 6A6. Ademas, 6A6 tenia 108 aminoacidos de cadena ligera, mientras que IE4 tenia 107
aminoacidos, lo que indica que en la CDR3 de 6A6 se habia suprimido un aminoacido. La Figura 35B muestra los
resultados de los ensayos de competicion con VEGF de los tres anticuerpos candidatos obtenidos mediante la
tercera seleccion. En la secuenciacion de ADN, 3IG8 tenia una secuencia de cadena ligera completamente diferente
de la de 6A6, y en los resultados de FACS, 3IG8 no se unia a las células vivas, lo que indica que no se convertia en
la forma de IgG. Se seleccionaron 31G11, 31G12, 3IE1 y 3IH2 y se excluy6 3IA7 debido a que tenia un coddn de
terminacion en la secuencia de cadena ligera. La Figura 35C muestra los resultados del ensayo de competicion de
VEGF de anticuerpos candidatos obtenidos mediante la segunda seleccion y la tercera seleccién. Se seleccionaron
31A12, I13F2 e I2F2.

Las secuencias de ADN de cadena ligera de los 18 clones seleccionados se muestran en las SEQ ID NOs: 164 a
SEQ ID NO: 181, y las secuencias de aminoacidos deducidas a partir de las secuencias de ADN se muestran en las
SEQ ID NO: 2 a SEQ ID NO: 19. En la Tabla 7 se muestran regiones sustituidas en comparacién con el aminoacido
de cadena ligera de 6A6 (TTAC-0001). Ademas, los clones se renombraron “TTAC-0002 a TTAC-0019” (Tabla 8).

Tabla 7: Sitio de mutacion de 18 clones seleccionados

Nombre del clon Sito de la mutacién

KE3 (TTAC-0002) |[S13A R23G, L271, D29S, V30Q, N31S

KEG6 (TTAC-0003) [S13A, R19G, R23G, N26D, L271, D29S, V30K, N31S, R38K, M471, A51S

N1S, F2Y, M3E, V128, S13A, R19T, R23E, D25K, L271, D29S, V30K, N31S, R38K, V46L,
M471, A51Q, G56A, G67D, T69M, G76R, E78A, D91G, R92N, T93G, S94K, E95V, T99G,

IE4 (ITAC-0004) |50

SD5 (TTAC-0005) |S13A, T100A

2KG8 (TTAC-0006) |S13A

3KE11 (TTAC-0007) |T71l

3KF11 (TTAC-0008) |P8S

3KG3 (TTAC-0009) (P8H
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Nombre del clon Sito de la mutacién

31G11 (TTAC-0010) |V46l

31G12 (TTAC-0011) |R23M

3IE1 (TTAC-0012) [P8S, S13P, P39R, YO6F

3IH2 (TTAC-0013) [V12L, K16Q

K3F1 (TTAC-0014) [S13A, K16Q

[2F2 (TTAC-0015) |S9A

I3A12 (TTAC-0016) |E59K

I3F2 (TTAC-0017) |MA47I

4SC3 (TTAC-0018) |S94N

N1Q, M3V, S13A, R23G, D25N, L271, D29S, V30K, N31S, R38K, M47I, A51S, S66F, G76R,
4SC5 (TTAC-0019) |R92S, T93S, S94R, E95D

Tabla 8: Nuevo nombre de los anticuerpos desarrollados

Nombre de los anticuerpos desarrollados|Nuevo nombre|Nombre de los anticuerpos desarrollados [Nuevo nombre
6A6 TTAC-0001 31G12 TTAC-0011
KE3 TTAC-0002 3IE1 TTAC-0012
KEG6 TTAC-0003 3IH2 TTAC-0013
IE4 TTAC-0004 K3F1 TTAC-0014
SD5 TTAC-0005 12F2 TTAC-0015

2KG8 TTAC-0006 13A12 TTAC-0016

3KE11 TTAC-0007 I3F2 TTAC-0017
3KF11 TTAC-0008 4SC3 TTAC-0018
3KG3 TTAC-0009 4SC5 TTAC-0019
3IG11 TTAC-0010

Aplicabilidad industrial

Como se ha descrito con detalle anteriormente, la presente invencion proporciona un anticuerpo completamente
humano que tiene una excelente capacidad para neutralizar el receptor de VEGF en las células e in vivo, y una
composicion para inhibir la angiogénesis y una composicién para el tratamiento del cancer, que contienen dicho
anticuerpo. El anticuerpo 6A6 de la invencion que neutraliza el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular
muestra una excelente capacidad de neutralizaciéon en células vivas, en comparacién con la de un anticuerpo
disponible en el mercado contra el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular, y muestra la capacidad de
neutralizar el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular no solamente en seres humanos, sino también en
ratones y ratas. Por lo tanto, el anticuerpo 6A6 sera util en estudios antineoplasicos y sera altamente eficaz en el
tratamiento del cancer.

<110> Korea Research Institute of Bioscience and Biotechnology

<120> Anticuerpo Monoclonal Humano Neutralizante del Receptor del Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
y Uso del Mismo

<130> PP-B0353

<150> KR10-2007-0057719
<151> 13-06-2007

<160> 181
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Arg

Gly

Ala

Asp

Len

45

Phe

Val

Thr

Ser

Asp

Leu

45

Phe

Val

Thr

Pro

val

30

val

Ser

Glu

Ser

Pro

Val

30

Val

Ser

Glu

Ser

Gly

15

Asn

Met

Gly

Ala

Glu
a5

Gly

15

Asn

Met

Gly

Ala

Glu
g5

Lys

Val

Tvr

Ser

Gly

80

Tyr

Lys

Val

Tyr

Ser

Gly

80

Tyr



10

15

20

Asn Phe

Thr Ala

His Trp

Tyr Asp
50

Asn Ser
65

Asp Glu

Val Phe

<210>9
<211> 108
<212> PRT

Met

Arg

Tyr

35

Ala

Gly

Ala

Gly

Leu

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Asp

Thr
100

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 3KG3

<400>9

Asn Phe
1

Thr Ala

His Trp

Tyr Asp

50

Asn Ser
65

Agp Glu

Val Phe

<210>10
<211>108
<212> PRT

Met

Arg

Tyr

35

Ala

Gly

Ala

Gly

Leu

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Azp

Thr
100

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr
85

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 3IG11

<400> 10

Gln

Cys

Arg

Pro

Ala

70

Tyr

Thr

Gln

Cys

Arg

Pro

Ala

70

Tyr

Thr

ES 2450933 T3

Pro

Arg

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Lys

Pro

Arg

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Lys

Ser

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

val

His

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

val

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Val

Thr
105

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Val

Thr
105

vVal

10

Asn

Ala

Ero

Ile

Trp

90

Val

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Val

38

Ser

Leu

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Len

Ser

Leu

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Leu

Val

Gly

vVal

Arg

60

Gly

Arg

Gly

Val

Gly

Val

Arg

60

Gly

Arg

Gly

Ser

Asp

Leu

45

Phe

Val

Thr

Ser

Asp

Leu

45

Phe

Val

Thr

Pro

Val

30

Val

Ser

Glu

Ser

Pro

vVal

30

Val

Ser

Glu

Jer

Gly

15
Asn
Met
Gly

Ala

Glu
95

Gly

15
Asn
Met
Gly

Ala

Glu
95

Lys

Val

Tyr

Ser

Gly

80

Tyr

Lys

Val

Tyr

Ser

Gly

80

Tyr



10

15

20

Asn Phe Met
Thr Ala Arg
His Trp Tyr

35

Tyr Asp Ala
50

Asn Ser Gly
65

Asp Glu Ala

val Phe Gly

<210> 11
<211> 108
<212> PRT

Len

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Asp

Thr
100

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 3I1G12

<400> 11

Asn Phe Met
1

Thr Ala Arg
His Trp Tyr
35

Tyr Asp Ala
50

Asn Ser Gly
65

Asp Glu Ala

Val Phe Gly

<210> 12
<211>108
<212> PRT

Leu

Ile

29

Gln

Asp

Asn

Asp

Thr
100

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 3IE1

<400> 12

Glin

Cys

Arg

Pro

Ala

70

Tyr

Thr

Gln

Cys

Arg

Pro

Ala

10

Tyxr

Thr

ES 2450933 T3

Pro

Arg

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Lys

Pro

Met

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Lys

Pro

Gly

Gly

490

Gly

Leu

Gln

Val

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Val

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Val

Thr
105

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Val

Thr
105

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

20

Val

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

20

Val

39

Ser

Leu

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Leu

Ser

Leu

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Leu

Val

Val

Arg

60

Arg

Gly

Val

Gly

Val

Arg

60

Gly

Arg

Ser

Asp

Leu

45

Phe

Val

Thr

Ser

Asp

Leun

45

Phe

Val

Thr

Pro

Val

30

Ile

Ser

Glu

Ser

Pro

Val

30

Val

Ser

Glu

Ser

Gly

15

Asn

Met

Gly

Ala

Glu
95

Gly

15

Asn

Met

Gly

Ala

Glu
95

Lys

Val

Tyr

Ser

Gly

80

Tyr

Lys

Val

Tyr

Ser

Gly

80

Tyr



10

15

20

Asn Phe

Thr Ala

His Trp

Tyr Asp
50

Asn Ser
65

Asp Glu

Val Phe

<210> 13
<211> 106
<212> PRT

Met

Arg

Tyr

35

Ala

Gly

Ala

Gly

Leu

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Asp

Thr
100

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 3IH2

<400> 13

Asn Phe
1

Thr Ala

His Trp

Tyr Asp

50

Asn Ser
65

Asp Glu

Val Phe

<210> 14

<211>108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> K3F1

Met

Arg

Tyr

35

Ala

Gly

Ala

Gly

Leu
Ile
20
Gin
Asp
Asn

Asp

Thr

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Gln

Cys

Arg

Pro

Ala

70

Tyr

Thr

Gln

Cys

Arg

Pro

Ala

70

Iyr

Thr

100

ES 2450933 T3

Pro

Arg

Arg

Ser

55

Thr

Cys

Lys

Pro

Arg

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Lys

Ser

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Val

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Val

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Val

Thr
105

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Val

Thr

Val

10
Asn
Ala
Pro
Ile
Trp

90

Val

Leu

i0
Asn
Ala
Pro
Ile
Trp

20

Val

40

Ser

Leu

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Leu

Ser

Leu

Pro

Glu

Ser

73

Asp

Leu

105

Val

Gly

Val

Arg

60

Gly

Arg

Gly

Val

Gly

Val

Arg

60

Gly

Arg

Gly

Pro

Asp

Leu

45

Phe

Val

Thr

Ser

Asp

Leu

45

FPhe

Val

Thr

Pro

Val

30

Val

Ser

Glu

Ser

Pro

val

30

Val

Ser

Glu

Ser

Gly

15

Asn

Met

Gly

Ala

Glu
95

Gly

15

Asn

Met

Gly

Ala

Glu
95

Lys

Val

Tyr

Ser

Gly

80

Phe

Gln

Val

Tyr

Ser

Gly

80

Tyr



10

15

20

<400> 14

Asn Phe
1

Thr Ala

His Trp

Tyr Asp

50

Asn Ser
65

Asp Glu

Val Phe

<210> 15
<211>108
<212> PRT

Met
Arg
Tyr

35
Ala
Gly

Ala

Gly

Leu Thr

Ile Thr
24

Gln Glin

Asp Arg

Asn Thr

Asp Tyr

85

Thr Gly
100

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 12F2

<400> 15

Asn Phe
1

Thr Ala

His Trp

Tyr Asp

50

Asn Ser
65

Asp Glu

Met

Arg

Tyr

35

Ala

Gly

Ala

Len Thr

Ile Thr

20

Gln Gln

Asp Arg

Asn Thr

Asp Tyr

Giln

Cys

Arg

Pro

Ala

70

Tyr

Thr

Gln

Cys

Arg

Pro

Ala

70

Tyr

85

ES 2450933 T3

Pro
Arg
Pro
Ser

55
Thr

Cys

Lys

Pro
Afg
Fro
Ser

55

Thr

Cys

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Val

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Val

Thr
105

Ala

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Val

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

20

Val

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Ser

Leu

Pro

Glu

Ser

Asp

Leu

75

Ser

Leu

P

ro

Glu

Ser

75

Trp Asp

90

vVal

Gly

Val

Arg

60

Gly

Arg

Val

Gly

Val

Arg

60

Gly

Arg

Ala

Asp

Leu

45

Phe

Val

Thr

Ser

Asp

Leu

45

Phe

Val

Thr

Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Val Thr val Leu Gly
105

<210> 16
<211>108
<212> PRT

100

<213> Secuencia artificial

<220>

41

Pro

Val

30

Val

Ser

Glu

Ser

Pro

Val

30

Val

Ser

Glu

Ser

Gly

15

Asn

Met

Gly

Ala

Glu
95

Gly

15

Asn

Met

Gly

Ala

Glu

Gln

Val

Tyr

Ser

Gly

80

Tyr

Lys

Val

Tyr

Ser

Gly

80

Tyr

95



10

15

20

<223>I13A12

<400> 16

Asn Phe
1

Thr Ala
His Trp
Tyr Asp

50

Asn Ser
65

Asp Glu
val Phe

<210> 17
<211> 108
<212> PRT

Met

Arg

Tyr

35

Ala

Gly

Ala

Gly

Leu

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Asp

Thr
100

Thr
Thr
Gln
Arg
Thr
Tyr

85

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> I13F2

<400> 17

Asn Phe
1

Thr Ala

His Trp

Tyr Asp
50

Asn Ser
65

Asp Glu

Val Phe

<210> 18
<211> 108
<212> PRT

Met
Arg
Tyr

35

Ala

Gly

Ala

Gly

Leu

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Asp

Thr
100

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr
85

Gly

<213> Secuencia artificial

Gln
Cys
Arg
Pro
Ala

70

Tyr

Thr

Gln
Cys
Arg
Prb

Ala

70

Tyr

Thr

ES 2450933 T3

Pro

Arg

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Lys

Pro

Arg

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Lys

Pro
Gly
Gly

40
Gly
Leu

Gln

Val

Pro
Gly
Gly

40

Gly

Leu

Gln

Val

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Val

Thr
105

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Val

Thr
105

Val

10
Asn
Ala
Pro
Ile
Trp

20

Val

Val

10
Asn
Ala

Pro

Ile

Trp
90

Val

42

Ser

Leu

Pro

Lys

Ser

75

Asp

Leu

Ser

Leu

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Leu

Val

Gly

Val

Arg

60

Gly

Arg

Gly

Val

Gly

Val

Arg

60

Gly

Arg

Gly

Ser

Asp

Leu

45

Phe

Val

Thr

Ser

Asp

Leu

45

FPhe

Val

Thr

Pro

Val

30

Val

Ser

Glu

Ser

Pro

Val

30

Val

Ser

Glu

Ser

Gly

15
Asn
Met

Gly

Ala

‘Glu

25

Gly

15
Azn
Ile

Gly

Ala

Glu
95

Lys

Val

Tyr

Ser

Gly

80

Tyr

Lys

Val

Tyr

Ser

Gly

80

Tyr



10

15

20

<220>
<223>4SC3

<400> 18

Asn Phe
i

Thr Ala

His Trp

Tyr Asp

50

Asn Ser
65

Asp Glu

Val Phe

<210> 19
<211> 108
<212> PRT

Met

Arg

Tyr

35

Ala

Gly

Ala

Leu

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Asp

Thr
100

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>4SC5

<400> 19

Gln Phe
1

Thr Ala

His Trp

Tyr Asp

50

Asn Phe
65

Asp Glu

Val Phe

<210> 20
<211>121
<212> PRT

Val

Arg

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Leu
Ile
20

Gln

Asp

Asn

Asp

Thr
100

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr
85

Gly

Gln

Cys

Arg

Pro

Ala

70

Tyr

Thr

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala
10

Tyr

Thr

ES 2450933 T3

Pro

Arg

Pro

Ser

535

Thr

Cys

Lys

Pro

Gly

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Lys

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Val

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Val

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Val

Thr
105

Ser
Aszn
25

Gln

Ile

Thr

Val

Thr
105

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

20

val

Val
10
Asn

Ala

Pro

Ile

Trp
90

Val

43

Ser

Leu

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Leu

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser
75

Asp

Leu

Val

Gly

Val

Arg

69

Gly

Arg

Gly

Val

Gly

Val

Arg

60

Arg

Ser

Gly

Ser

Asp

Leu

45

Phe

val

Thr

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Val

Ser

Pro

Val

30

Val

Ser

Glu

Asn

Pro
Lys
30

Val

Ser

Glu

Arg

Gly

15

Asn

Met

Gly

Ala

Glu
a5

Gly
15
Ser

Ile

Gly

Ala

Asp
95

Lys

Val

Iyr

Ser

Gly

80

Tyr

Lys

Val

Tyr

Ser

Gly
80

Tyr



10

15

20

25

30

35

40

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 6A6 VH

<400> 20

Gln Met Gln Leu Val
1 5

Ser Val Lys Leu Ser
20

Trp Met His Trp Val
35

Gly Glu Ile Asn Pro
50

Lys Ser Arg Val Thr
65

Met Glu Leu Ser Ser
85

Zla Lys Ile Trp Gly
100

Gln Gly Thr Leu Val
115

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 21
cgcggatcca tggagagcaa

<210> 22

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 22
ccgctagctt tttcatggac cctgaca

<210> 23

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 23

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Pro

Thr

20

27

ES 2450933 T3

Ser

Lys

Gln

Aszsn

55

Thr

Arg

Ser

Val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

val

Ser

Leu

Ser
i20

Ala

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Thr
105

Ser

ccgctagcag cggcectggtg ccgecgeggca gcgacaaaac tcac

Giu
i

Gly

Gly

Thr
Lys
Asp

90

Ser

44

val Lys
Tyr Thr
Gln Arg
asn Tyr

60

Ser Ala
75
Thr Ala

Pro Phe

44

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

aAsp

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Iyr

Tyr
110

Gly
15°
Ser
Trp
Lys
Ala
Tyr

23

Trp

Ala

Tyr

Met

Phe

Iyr

80

Cys

Gly
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2450933 T3

<210>24

<211>53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 24

ggctcgagtc acaggtcttc ctcagagatc agcttctgct cttacccgga gac

<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 25
cgcggatcca tggagagcaa 20

<210> 26

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 26
ctagctagcc ctatacccta caacgaca

<210> 27

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 27
gacccgggcc gcctetgtgg gttatgttca agattacaga

<210> 28

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 28
ctagctagct ttttcatgga ccctgaca

<210> 29

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 29
gargtgcagc tggtggagtc

28

40

28

20

45

53
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 30
cagstgcagc tgcaggagtc

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 31
caggtacagc tgcagcagtc

<210> 32

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 32
cagrtgcagc tggtgcagtc tgggg

<210> 33

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 33

gaggtgcagc tggtgcagtc tggagca

<210> 34

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 34
caggttcagc tggtgcagtc tggag

<210> 35

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 35
caggttcagc tggtgcagtc tgggg

ES 2450933 T3

20

20

25

27

25

25

46
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35

40

45

50

55
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<210> 36

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 36
caggtccagc tggtacagtc tgggg

<210> 37

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 37
caggtcacct tgaaggagtc tggtcctgt

<210> 38

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 38
cagatcacct tgaaggagtc tggtcctac

<210> 39

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 39
caggtcacct tgagggagtc tggtcctgc

<210> 40

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 40

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggt g

<210> 41

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 41
caggtgcagc tacagcagtg gggcg

ES 2450933 T3

25

29

29

29

31

25

47
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<210>42

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 42
aatacacggc cgtgtcctca gatc

<210> 43

<211>53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 43

ES 2450933 T3

24

aatacacggc cgtgtcctca gatctcaggce tgctcagcetc catgtaggct gag 53

<210> 44

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 44
agctccatgt aggctgtgtc t

<210> 45

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 45
agctccatgt aggctgtgct catagacc

<210> 46

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 46
agctccatgt aggcetgtgcet tgtggaca

<210> 47

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 47
agctccatgt aggctgtgct tatggag

21
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28

27
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<210> 48

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 48
aaggaccacc tgcttttgga gg

<210> 49

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 49
aatacacggc cgtgtcctcg gctctcagac tgttcatt

<210> 50

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 50
aatacacggc ctgtccacgg cgg

<210> 51

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 51
aatacatggc ggtgtccgag gcect

<210> 52

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 52
gatctgagga cacggccgtg tattactgt

<210> 53

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 53

ES 2450933 T3
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cctccaaaag ccaggtggtc ctt

<210> 54

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 54
gagccgagga cacggccgtg tattactgt

<210> 55

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 55
ccgcecgtgga cacggcecgtg tattactgt

<210> 56

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 56
aggcctcgga caccgcecatg tattactgt

<210> 57

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 57
ctgaggagac ggtgacc

<210> 58

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 58

ES 2450933 T3

23

29

29

29

17

gcgatggccc agecggcecat ggcccagrtg cagetggtrs agtc 44

<210> 59

<211>44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

50
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<400> 59

gcgatggccc agecggcecat ggcccagrtc accttgargg agtc

<210> 60

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 60

gcgatggccc agccggcecat ggeccaggtr cagcetrcags agt

<210> 61

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 61
ggaattcggc ccccgaggcec tgargagacr gtgacc

<210> 62

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 62
cagyctgtgc tgactcag

<210> 63

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 63
cagcctgtgc tgactcaat

<210> 64

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 64
tcctatgagc tgacwcag

<210> 65

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

44

43

36

18

19

18
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<223> cebador

<400> 65
cagyctgtgc tgactcagcc gt

<210> 66

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 66
cagtctgtgc tgacgcagcc g

<210> 67

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 67
cagtctgccc tgactcagcc tc

<210> 68

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 68
cagtctgccc tgactcagcc tg

<210> 69

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 69
cagrctgtgg tgacycagga gccctcac

<210>70

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 70
cagrctgtgg tgacycagga gccatcgt

<210> 71

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2450933 T3
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22

22
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28
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<220>
<223> cebador

<400> 71
tcctatgagce tgacwcagcc act

<210>72

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 72
aattttatgc tgactcagcc ¢

<210>73

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 73
cctectecac ctaggacggt gaccttggtc ccagtt

<210> 74

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 74
cctecctccac ctaggacggt cagcettggte ccteeg

<210>75

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 75
cctecteccac cgagggeggt cagetgggtg cetect

<210>76

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 76

ES 2450933 T3

23

21

36

36

36

ggtggatcca geggtgtggg ttccaatttt atgctgactc ageccc45

<210> 77

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

53
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<220>
<223> cebador

<400> 77
ggtggatcca gcggtgtggg ttcccagyct gtgetgactc agee

<210>78

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 78
ggtggatcca gcggtgtggg ttcccagcect gtgetgactc aatc

<210>79

<211>44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 79
ggtggatcca gcggtgtggg ttcccagtct gecctgactc agec

<210> 80

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 80
ggtggatcca gcggtgtggg ttcccagret gtggtgacyc agga

<210> 81 <211> 42 <212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 81
ggtggatcca gcggtgtggg ttcctectat gagectgacwe ag

<210> 82

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 82
gaattccacg aggctggctc ctccacckag greggt

<210> 83

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

44

44

44

44

42

36

54
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<223> cebador

<400> 83
gacatccaga tgacccagtc tccatcctce ¢

<210> 84

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 84
gacatccaga tgacccagtc tccatcctca

<210> 85

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 85
gacatccaga tgacccagtc tccatcttcy g

<210> 86

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 86
gacatccaga tgacccagtc tccttcca

<210> 87

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 87
aacatccaga tgacccagtc tccatctgec a

<210> 88

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 88
aacatccaga tgacccagtc tccatcctt

<210> 89

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2450933 T3
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<223> cebador

<400> 89
gccatccagt tgacccagtc tccat

<210> 90

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 90
gccatccgga tgacccagtc tccattctee

<210> 91

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 91
gtcatctgga tgacccagtc tccatcctta

<210> 92

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 92
gatattgtga tgacccagac tccactctct ctgt

<210>93

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 93
gatattgtga tgacccagac tccactctcc ctgc

<210>94

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 94
gatattgtga tgacccagac tccactctcc tca

<210> 95

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2450933 T3

25

30
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34
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<220>
<223> cebador

<400> 95
gatrttgtga tgactcagtc tccactctc 29

<210> 96

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 96
gaaattgtgt tgacrcagtc tccag 25

<210> 97

<211>25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 97
gacatcgtga tgacccagtc tccag 25

<210> 98

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 98
gatgttgtga tgactcagtc tccactctce ctgcccgtca cccttggac

<210>99

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 99
gaaattgtgc tgactcagtc tccagacttt 30

<210> 100

<211>49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 100
gacatccaga tgacccagtc tccatcctce ctgtctgcat ctgtaggag

<210> 101

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

57
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<220>
<223> cebador

<400> 101
tcctecacgt ttgatttcca ccttggtecc ttg

<210> 102

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 102
tcctccacgt ttgatctcea gettggteee ¢

<210> 103

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 103
tcctecacgt ttgatatcca ctttggtcee ag

<210> 104

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 104
tcctecacgt ttgatctecca cettggtecce tee

<210> 105

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 105
tcctccacgt ttaatctcca gtegtgteec t

<210> 106

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 106

ES 2450933 T3

33

31

32

33

31

ggtggatcca gcggtgtggg ttccgacatc cagatgaccc agtctcc 47

<210> 107

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

58
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<220>
<223> cebador

<400> 107
ggtggatcca gcggtgtggg ttccgatatt gtgatgaccc agwcetce

<210> 108

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 108
gaattccacg aggctggctc ctccacgttt gathtcca 38

<210> 109

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 109
cgaatttcta gataacga 18

<210> 110

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 110
ccteegecac tacctectee tccgaggece ccgaggectg a 41

<210> 111

<211>54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 111

ggtagtggcg gaggaggctc cggtggatcc ageggtgtgg gttccgatat tgtg

<210> 112

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 112
ctcgaattcc cacgaggctg getccteccac gtttgatttc

<210> 113
<211>15
<212> ADN

59

40

47

54
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 de cadena pesada de 6A6

<400> 113
agctactgga tgcac 15

<210> 114

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 de cadena pesada de 6A6

<400> 114

Ser Tyr Trp Met His
1 5

<210> 115

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena pesada de 6A6

<400> 115
gagattaatc ctggcaacgg tcataactac aacgagaagt tcaagtca 48

<210> 116

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena pesada de 6A6

<400> 116

Glu Ile Asn Pro Gly Asn Gly His Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys

1 5 10

Ser

<210> 117

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de cadena pesada de 6A6

<400> 117
atttggggcc cgagtcttac ttcteccttt gactac 36

<210> 118
<211>12

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

60
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<223> CDR3 de cadena pesada de 6A6

<400> 118

Ile Trp Gly Pro Ser Leu Thr Ser Pro Phe Asp Tvr

1 5

<210> 119

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 de cadena ligera de 6A6

<400> 119
aggggagata accttggaga tgtaaatgtt cac 33

<210> 120

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 de cadena ligera de 6A6

<400> 120

Arg Gly Asp Asn Leu Gly Asp Val Asn Val His

1 5

<210> 121

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena ligera de 6A6

<400> 121
tatgatgccg accggccctc a 21

<210> 122

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena ligera de 6A6

<400> 122

Tyr Asp Ala Asp Arg Pro Ser
1 5

<210> 123

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de cadena ligera de 6A6

<400> 123

61

10

10
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caggtgtggg ataggactag tgagtat 27

<210> 124

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR3 de cadena ligera de 6A6

<400> 124

Gln Val Trp Asp Arg Thr Ser Glu Tyr Val

1 5

<210> 125
<211> 363
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cadena pesada variable de 6A6

<400> 125

cagatgcage tggtgcagtc
tcctgcaagg cttotggeta
cctyggacaac geettgagtg
aacgagaagt tcaagtcacg
atggégctca gcagectgag
ggcccgagte ttacttctee

tca

<210> 126
<211>121
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

tggggctgaa
cacctteage
gatgggagag
cgtgacaatc
atctgaggac

ctttgactac

<223> cadena pesada variable de 6A6

<400> 126

10

gtgaagaagc
agctactgéa
attaatcctyg
actgtagaca
acggeegtgt

tggggccagg

62

ctggggctte
tgcactgggt
graacggtca
aatccgcegag
attactgtge

gaaccctyggt

agtgaagctg
gcgccaggec
tactaactac
cacagcctac
gaaaatttgg

caccgtetcee

60

120

180

240

300

360

363



10

Gln

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Met

Val

Met

Glu

50

Ser

Glu

Lys

<210> 127
<211> 1443
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Ile

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Val

Ser

Trp
100

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Pro

ES 2450933 T3

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Val

Ser

Leu

Ala

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Thr
105

Glu

iQ
Gly
Gly
Thr
Lys
Asp

20

Ser

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Pro

Lys

Thr

Arg

Tyr

60

Ala

Ala

Phe

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Asp

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<223> Cadena pesada de IgG 6A6

<400> 127

63

120

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Trp

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly



10

atgggatgga
cagceggceca
gcttcagtga
tgggtgegee
ggtcatacta
gcgagcacag
tgtgcgaaaa
ctggtcaceg
ceectggcac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgeect
agcaacacca
ccacegtgee
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtoetge
geccteccaq
caggtgtaca
tgcctggtea
ccggagaaca
tacagcaagce

gtgatgcatg

gctatatcat
tggeoccagat
agctgtcctg
aggecectgg
actacaacga
cctacatgga
tttggyggecee
teteetecagy
cctecectecaa
tccecogaace
tccegyetgt
ccagcagett
aggtggacaa
cagcacctga
cocteatgat
accctyaggt
agccgeggga
accaggactyg
cececateoga
cecectgeccece
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga

aggctctgea

asa 1443

<210> 128
<211> 481
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2450933 T3

ccteotttttyg
gcagetggtyg
caaggcttct
acaacgeett
gaagttcaag
gctoageage
gagtcttact
ccteggggge
gagcacctet
ggtgacggtyg
cctacagtece
gggcacceag
gagagttgaq
actcetgggyg
ctcoccoggace
caagttcaac
ggagcagtac
gectgaatgac
gaaaaccatc
atccegggat
tcccagegac
cacgecteoec
caagageagy

caaccactac

<223> Cadena pesada de IgG 6A6

<400> 128

gtagcaacag
cagtctgggy
ggctacacct
gagtggatgg
tcacgegtga
ctgagatetyg
tcteocottty
ctcgetagea
gggggcacag
tcgtggaact
tcaggactct
acctacatct
cccaaatett
ggaccgtcag
cctgaggtcea
tggtacgtgy
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaageca
gagctgacca
atcgocoegtyy
gtgctggact
tggcagcagy

acgcagaaga

64

ctacagatgt
ctgaagtgaa
tcagcagcta
gagagattaa
caatcactgt
aggacacgge
actactgggy
ccaagggeca
cggcocctggy
caggcgeect
actcectcag
gcaacgtgaa
gtgacaaaac
tctteoctett
catgogtggt
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcageco
agaaccaggt
agtgggagag
cecgacggete
ggaacgtett

gectetecet

ccactoggece
gaagcetggg
ctggatgcac
tcectggeaac
agacaaatcc
cgtgtattac
ccagggaacc
atcggtette
ctgcectggte
gaccagegge
cagcgtggty
tcacaagccee
tcacacatgce
tcececcaaaa
ggtggacgtyg
ggtgcataat
cagecgtecte
ctccaacaaa
ceogagaacca
cagectgacce
caatgggcag

cttetteocte

ctcatgetoe

gtetecogggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



Met
val
Gly
Ala
Ala

65
Gly
Val
Ser
Leu
Ser
145
Fro
Gly
Asn
Gln
Ser

225

Ser

Gly

His

Ala

Ser

50

Pro

His

Asp

Glu

Thr

130

Ser

Leu

Cys

Ser

Ser

210

Ser

Asn

Trp

Ser

Glu

35

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

115

Ser

Gly

Ala

Leu

Gly

195

Ser

Leu

Thr

Ser

Ala

20

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

100

Thr

Pro

Leu

Pro

Val

180

Ala

Gly

Gly

Lys

Tyr

Gln

Lys

Thr

Arg

Tyr

85

Ala

Ala

Phe

Gly

Ser

165

Lys

Leu

Leu

Thr

Val
245

Ile

Pro

Lys

Phe

Leu

70

Asn

Ser

Val

Asp

Gly

150

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

230

Asp

ES 2450933 T3

Ile

Ala

Pro

Ser

55

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr

135

Leu

Lys

Tyr

Ser

Ser

215

Thr

Lys

Leu

Met

Gly

40

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

120

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

200

Leu

Tyr

Arg

Phe
Ala

25
Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
105
Cys
Gly
Ser
Thr
Pro
185
Val
Ser

Ile

Val

65

Leu

10

Gln

Ser

Trp

Gly

Lys

90

Met

Ala

Gln

Thr

Ser

170

Glu

His

Ser

Cys

Glu
250

Val

Met

Val

Met

Glu

75

Ser

Glu

Lys

Gly

Lys

155

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

235

Pro

Ala

Gln

Lys

His

60

Ile

Arg

Leu

Ile

Thr

140

Gly

Gly

Val

Phe

Val

220

Val

Lys

Thr

Leu

Leu

45

Trp

Asn

Val

Ser

Trp

125

Leu

Pro

Thr

Thr

Pro

205

Thr

Asn

Ser

Ala

Val

30

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

110

Gly

Val

Ser

Ala

Val

120

Ala

Val

His

Cys

Thr

i5

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

95

Leu

Pro

Thr

val

Ala

175

Ser

Val

Pro

Lys

Asp
255

Asp

Ser

Lys

Gln

Asn

80

Thr

Arg

Ser

Val

Phe

160

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

240

Lys



10

Thr

Ser

Arg

Pro

305

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

385

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

465

Lys

His

Val

Thr

290

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

370

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg
450

Leu .

<210> 129
<211> 738
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Phe

275

Pro

Val

Thr

Val

Cys

355

Ser

Pro

vVal

Gly

Asp

435

Trp

His

Cys

260

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

340

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

420

Gly

Gln

Asn

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

325

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

405

Pro

Ser

Gln

His

Pro

Pro

Thr

Asn

310

Arg

Val

Ser

Lys

Asp

320

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
470

<223>Cadena ligera de IgG 6A6

<400> 129

atgggatgga gctatatcat cctetttttg gtagcaacag ctacagatgt ccactccage

ggtgtgggtt ccaattttat getgactcag ccocccocteag tgtcagtgte cceccaggaaag

ES 2450933 T3

Cys

Pro

Cys

295

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

375

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

455

Thr

Pro

Lys

280

Val

Tyr

Glu

His

Lys

360

Gln

Leu

Pro

Asn

Ala

265

Pro

Val

Val

Gln

Gln

345

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

- 425

Leu
440

Val

Gln

Tyr

Phe

Lys

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

330

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

410

Lys

Ser

Ser

Ser

66

Glu

Asp

Asp

Gly

315

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

395

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
475

Leu

Thr

Val

300

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

380

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

460

Ser

Leu

Leu

285

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

365

Gln

Val

Val

Pro

Thr

445

Val

Leu

Gly

270

Met

His

Val

Tyr

Gly

350

Ile

Val

Ser

Glu

Fro

430

Val

Met

Ser

Gly

Ile

Glu

His

Arg

335

Lys

Glu

Tyx

Leu

Trp

415

Val

Asp

His

Pro

Pro

Ser

Asp

Asn

320

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

400

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
480

60

120



10

acggccagga
cagcggcecag
atccetgage
gtcgaagoecg
gtcttocggaa
tctgtggetyg
actgcctetg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct
ttcaacaggyg

<210> 130
<211> 246
<212> PRT

tcacttgtag
gccaggeceece
gattctctygg
gggatgaggc
ctgggaccaa
caccatctgt
ttgtgtgect
acgeccteca
cctacagect
acgectgega

gagagtgt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera de IgG 6A6

<400> 130

ES 2450933 T3

gggagataac
tgtattggte
ctccaactct
cgactactat
ggtcaccgtce
cttcatette
gctgaataac
atcgggtaac
cagecageace

agtcacccat

cttggagatg
atgtattatg
gggaacacgg
tgtcaggtgt
ctaggtggag
cegecatetyg
ttctatccea
tceccaggaga
ctgacgcetga

cagggcetga

67

taaatgttca
atgcecgaccey
ccacactgac
gggataggac
gagccagect
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgteacaga
gcaaagcaga

gctegecegt

ctggtaccag
geectcaggg
catcagcgga
tagtgagtat
cgtggaaaga
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacage
ctacgagaaa

cacaaagagce

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

738



10

ES 2450933 T3

Met Gly Trp Ser Tyr Ile Ile Leu Phe

Val His Ser Ser Gly Val Gly Ser Asn
20 25

Ser Val Ser Val Ser Pro Gly Lys Thr
35 40

Asp Asn Leu Gly Asp Val Asn Val His
50 55

Gln Ala Pro Val Leu Val Met Tyr Tyr
65 70

Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser Asn
85

Thr Ile Ser Gly Val Glu Ala Gly asp
100 105

Val Trp Asp Arg Thr Ser Glu Tyr Val
115 120

Thr Val Leu Gly Gly Gly Ala Ser Leu
130 135

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser

145 150

Thr Ala Ser val Val Cys Leu Leu Asn
165

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala
180 185

Glu Ser vVal Thr Glu Gln Asp Ser Lys
195 . 200

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp
210 215

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu
225 230

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
245

<210> 131
<211> 318
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 131

68

Leu

10

Phe

Ala

Trp

Asp

Ser

90

Glu

Phe

Val

Asp

Azn

170

Leu

Asp

Tyr

Ser

Val

Met

Arg

Tyr

Ala

75

Gly

Ala

Gly

Glu

Glu

153

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
235

Ala

Leu

Ile

Gln

60

Asp

Asn

Asp

Thr

Arg

140

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

220

Pro

Thr

Thr

Thr

45

Gln

Arg

Thr
Tyr
Gly
125

Ser

Leu

Pro
Gly
Tyr
205

His

Val

Ala

Gln

30

Cys

Arg

Pro

Ala

Tyr

110

Thr

val

Lys

Arg
Asn
190
Ser

Lys

Thr

Thr

15

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

95

Cys

Lys

Ala

Ser

Glu

175

Ser

Leu

Val

Lys

Asp
Pro
Gly
Gly
Gly

80
Leu
Gln
val
Ala

Gly

160

ala
Gln
Ser
Tyvr

Ser
240



10

15

20

25

30

35

40

gacattgtte
ataacctgea
acttctececa
ttcagtggea
gatgctgeea
acaaagttygy

<210> 132
<211> 345
<212> ADN

tecatcecagte
gtgccagete
aactectggat
gtggatctygg
cttattacty

aaataaaa

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 132

caggttcage tccagcagtce

tectgeacag cttetggett

cctgaacagg gectggagtg

gacccgaagt tccagggeaa

ctgcagetea geageetgac

tggtacttcg atgtetggyg

<210> 133
<211> 51
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 133

ES 2450933 T3

tccagcaatc
aagtgtaagt
ttatagcaca
gacctcttac

ccagcaaagyg

tggggcagag
caacattaaa
gattggatgg

ggccactata

atctgaggac

cgcagggace

atgtctgeat
tacatgeact
tccaacctgg
tctetoacaa

agtagttacc

cttgtgaggt
gactactata
attgatcetg

acagcagaca

actgecgtet

acggtcaccy

ctgcagaacc agcggtgtgg gttccgacat cgagctcact cagtctccat g 51

<210> 134
<211>53
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 134

ctgcagaacc acgaggctgg ctcctccacg ttttatttcc agettggtce ccg53

<210> 135
<211> 68
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

69

ctccagggga
ggttccagea
cttctggagt
tcagcecgaat

cattcacgtt

caggggecte
tgcactgggt
cgaatggtaa

catcctcecaa

attactgtge

tttee

gaaggtcacc
gaageccagge
cectgctege
ggaggctygaa

cggctegggy

agtcaagttg
gaagcagagg
tactaaatat

cacagcctac

tagatgggac

60

120

180

240

300

318

60

120

186G

240

300

345



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2450933 T3

<223> cebador

<400> 135
cggceocagee dgcecatggec caggtcaage tgcageagte tggggeagag cttgtggggt

caggggee

<210> 136

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 136
ggcttcaaca ttaaagactt ctatatgca 29

<210> 137

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 137
gattatgccc cgaagttcca gggcaaggcec accatgactg cagactcatc ctcca 55

<210> 138

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 138
tactgtaatg catactatgg tgactacgaa ggctactggg gccaa 45

<210> 139

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 139
gtctttaatg ttgaagccag aagttgtgca g 31

<210> 140

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 140
acttcggggc ataatcagaa tcaccattct caggatcaat ccatccaatc 50

<210> 141

70

60

68



10

15

20

25

30

<211>19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 141
gtatgcatta cagtaatag 19

<210> 142

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 142

ccgaggococ cgaggectga ggagacggtg accgtggtce cttggoceca gtagocticg

ta

<210> 143

<211> 864

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>r1C11-ScFv

<400> 143

ES 2450933 T3

71

60

62



10

15

20

atgaaatacc
atggcccagg
aaattgtcct
cagaggcecty
gattatgeccc
gcctacetge
tactatggtg
ctegggggec
ggttccgaca
gtcaccataa
ccaggcactt
getegettea
gctgaagatg
tcggggacea
ctgatctctg

<210> 144
<211> 348
<212> ADN

tattgecctac
tcaagctygea
gcacaacttce
aacagggect
cgaagttcca
agctcageag
actacgaagy
tcggaggagg
tcgagetcac
cctgcagtge
cteccaaact
gtggcagtgg
ctgccactta
agctggaaat

aggaagacct

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2450933 T3

ggcageogct
gcagtetgyy
tggcttcaac
ggagtggatt
gggcaagygcc
cetgacatcet
ctactgggge
aggtagtggce
tcagtctcca
cagctcaagt
ctggatttat
atctgggace
ttactgccag
aaaacgtgga

gtag

<223> Cadena pesada de YGKL-136

<400> 144

gaggtgcagc
tectgtgeag
ccagggaagg
gcagactcag
ctgcaaatga

gatgcttity

<210> 145
<211> 328
<212> ADN

tggtggagtc tgggggaggce

cctctggatt caccttcagt

ggctggagtg ggtctcatcce

tgaagggccg attcaccatc

acagtctgag agccgaggac

atatctgggg ceccggaacce

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera de 6G1

<400> 145

ggattgttat
gcagagettyg
attaaagact
ggatggattg
accatgactg
gaggacactg
caagggacca
ggaggaggct
gcaatcatgt
gtaagttaca
agcacatcca
tcttactete
caaaggagta

ggagccagec

ctggtcaage
agctatagcea
attagtagta
tccagagaca
acggcecegtot

ctggteacey

72

tactegegge
tggggtcagg
tctatatgca
atcctgagaa
cagactcatce
ccgtetatta
cggtcaccgt
cecggtggatce
ctgcatctcee
tgcactggtt
acctggatta
tcacaatcag
gttacccatt

tcgtggaatt

ctggggggte
tgaactgggt
gtagtagtta
acgccaagaa
attactgtge

tctectea

ccageeggec
ggcctcagte
ctgggtgaag
tggtgattct
ctccaacaca
ctgtaatgca
ctectecagge
cageggtgtyg
aggggagaag
ccagcagaag
tggagtecect
ccgaatggag
cacgttcgge

cgageagaag

cctgagacte
ccgecagget
catacactac
ctcactgtat

gagagtcaca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

864

60

120

180

240

300

348



10

15

20

25

30

35

40

45

50

gacatccaga tgacccagtce
atcacttgte gggcogagtca
gggaaagcce ctaagectect
éggttcagcg gcagtggate
gaagattctg caacttacta

ccaaagtgga aatcaaacgt

<210> 146

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 146
ccccageggt gtgggttceg aca

<210> 147

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 147

ES 2450933 T3

tcecatcttee gtgtetgeat
gggtattagc agctatttag
gatctatget gcatccaatt
cgggacaagt ttcactcetea
ttgtcaacag gctgacagtt

gaggagcc

23

tggtgactct gtctcctata gatgcagaca cggatgat 38

<210> 148

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 148
tctataggag acagagtcac ca

<210> 149

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 149

22

taccagccta accagttgtc aataccctga ctcgcccg 38

<210> 150

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

73

ctgtaggaga cagagtcacc
gctggtatca gcagaaacca
tgcaaacagg ggtcccgecea
ccctcaataa tgtgcagect

tcectettte ggcggaggga

60

120

180

240

300

328



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2450933 T3

<400> 150
ttgacaactg gttaggctgg tatcagcaga aaccagggaa a

<210> 151

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 151
accttgatgg gacccctgtg tccaaattgg atgcatcata gatcaggagc tt

<210> 152

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 152
ccccacgagg ctggctectc ca

<210> 153

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 153

41

52

22

ccggceccagce cggcecatgge cgaggtgcag ctggtgcagt ctgggggagg cctggtca

<210> 154

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 154
gtagtagtag tagttacata tactacgcag actcagtga

<210> 155

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 155
ttactgtgcg agagtcacag atgcttttga tatctggggc caagggacaa

<210> 156

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

74

39

50

58



10

15

20

25

30

35

<400> 156
tcactgagtc tgcgtagtat atgtaactac tactact

<210> 157

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 157
ctgtgactct cgcacagtaa taca

<210> 158

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 158

ES 2450933 T3

37

24

ccggceccccg aggcectgagg agacggtgac cattgtcect tggccccag 49

<210> 159

<211> 864

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN de ScFv r1121

<400> 159

75



10

15

20

25

30

35

atgaaatace
atggccgagy
agactctect
caggctecag
tactacgcag
ctgtatctgc
gtcacagatg
gggggectcy
tecgacatee
accatcactt

cetgggaaag

tcaaggtteca
gctgaagatt
ggagggacca

ctgatctetyg

<210> 160
<211> 29
<212> ADN

tattgectac
tgcagetggt
gtgcagecte
ggaaggggct
actcagtgaa
aaatgaacag
cttttgatat
gaggaggagyg
agatgaccca
gtcgggegag

cccctaaact

gtggaagtgg
ttgcagttta
aggtggacat

aggaagacct

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 160

ES 2450933 T3

ggcageeoget
gcagtetggy
tggatteacc
ggagtgggtc
gggecgatte
tetgagagece
ctgygggocaa
tagtggcgga
gtctcecatet
tcagggtatt

cctgatotac

atctgggaca
tttctgteaa
caaacgtgga

gtga

gagccagcct cgtggaattc gaacaaaaa

<210> 161
<211>55
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 161

ggattgttat
ggaggeetgg
ttcagtaget
tcatceatta
accatcteca
gaggacacgg
gggacaatgg
ggaggctccyg
tcegtgtetyg
gacaactggt

gatgcatceca

tattttactc
caggctaaag

ggageeagec

29

tgctcgagat tcagatcctc ttctgagatg agtttitgtt gaattccacg agget 55

<210> 162
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 162

ccagcctcgt ggaattcgaa ¢

21

76

tactcgcgge
tcaageeotygy
atagcatgaa
gtagtagtag
gagacaacge
cegtgtatta
tcdcegtete
gtggateccag
catctatagyg
taggctggta

atttggacac

tcaccatcag
cttttectee

tegtggaatt

ccagccggee
ggggtceocty
ctgggtecge
tagttacata
caagaactca
ctgtgogaga
ctcaggecte
cggtgtgggt
agacagagtce
tcagcagaaa

aggggtccea

tagectgeaa
cactttegge

cgagcagaag

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

864



10

15

20

25

30

35

40

<210> 163
<211>69
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 163

ES 2450933 T3

ccgctcgagg gtggagtcca gacctaatag agggtttggg atcggctttc cattcagatc 60

ctcttctga

<210> 164
<211> 324
<212> ADN

69

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera de TTAC-0002 (KE3)

<400> 164
aattttatgc
acctgtgggg
caggcccctyg
ttetetgget
gatgaggecy

gggaccaagyg

<210> 165
<211> 324
<212> ADN

tgactcagce
gagacaacat
tattggtcat
ccaactetgyg
actactattyg

tcacegtect

<213> Secuencia artificial

<220>

cecctecagty
tggaagtcaa
gtattatgat
gaacacggec
tcaggtgtygg

aggt

<223> Cadena ligera de TTAC-0003(KEG)

<400> 165

aattttatgce
acctgtygggg
caggccectg
ttctcectgget
gatgaggccg
gggaccaagyg

<210> 166
<211> 321
<212> ADN

tgactcagee
gagacgacat
tgttggtecat
ccaactctgg
actactattg

tcaccgtect

<213> Secuencia artificial

<220>

ccecteagtyg
tggaagtaaa
ctattatgat
gaacacggcc
tcaggtgtgg

aggt

tcagtyggeee
agtgtgcact
gecgaccggc
acactgacca

gataggacta

teagtggeec
agtgtgcact
agcgaceggc
acactgacca

gataggacta

77

cecggaaagac
ggtaccagca
cctoagggat
tbagcggagt

gtgagtatgt

caggaaagac
ggtaccagca
cctcagggat
tcagcggagt

gtgagtatgt

ggccaggatc
gcggecaggc
ccotgagega
cgaagecgygy

ctteggaact

ggccgggatt
gaagccaggce
ccctgagega
cgaageoggg

cttcggaact

60
120
180
240
300

324

60
120
180
240
300

324
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<223> Cadena ligera de TTAC-0004 (IE4)

<400> 166

tcctatgage tgactcagee acecteagty teateggece caggaaagac ggecaccatt 60

‘acctgtgagg
caggeceoetg
ttctetgget
gatgaggetg
accaagctga

<210> 167
<211> 324
<212> ADN

gaaagaacat tggcagtaaa agtgtgcact ggtaccagca

tgetgetcat ttattatgat caagaccgge cotcagogat

ccaactectga caacatggec accctgacca tcagecgggt

actattactg tcaggtgtgyg ggcaacggea aagtggtgtt

ccgtectagg t

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera de TTAC-0005(SD5)

<400> 167

aattttatgc
acttgtaggg
caggcceocty
ttotctgget
gatgaggccyg
gggaccaagyg

<210> 168
<211> 324
<212> ADN

tgactcagce
gagataacct
tattggtcat
¢caactctgg
actactattg

tcaccgteoct

<213> Secuencia artificial

<220>

ccecteegtg
tggagatgta
gtattatgat
gaacacggcec
tcaggtgtgg

aggt

<223> Cadena ligera de TTAC-0006(2KG8)

<400> 168

aattttatgce
acttgtagag
caggcccctyg
ttcteotgget
gatgaggccyg
gggaccaagyg

<210> 169

tgactcagee
gagataacct
tattggtcat
ccaactctgg
actactattg

tcacecgtect

ccectecgtyg
tggagatgta
gtattatgat
gaacacggcc
tcaggtgtgg

aggt

tcagtggecec
aatgttcact
gcecgaccgge
acactgacca

gataggacta

teagtggeee
aatgttcact
googaccgge
acactgacca

gataggacta

78

caggaaagac
ggtaccagca
ccteggggat
tcagcggagt

gtgagtatgt

caggaaagac
ggtaccagea
coteggggat
tcageggagt

gtgagtatgt

gaagccagge
ccectgagoga
cgcagocggy

cggcggagygy

ggccaggato
gcggccaggce
ccctgagega
cgaagocggg

ctteoggaget

ggcraggatce
gcggceaygge
coctgagoga
cgaagoeeygyg

ctteggaget

120

180

240

300

321

60

120

180

240

300

324

60

120

1890

240

300

324
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<211> 324
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2450933 T3

<223> Cadena ligera de TAC-0007(3KE11)

<400> 169

aattttatgc
acttgtaggyg
caggecccetg
ttcteotgget
gatgaggecg
gggaccaagyg

<210> 170
<211> 324
<212> ADN

tgactcagece
gagataacct
tattggtecat
ccaactctygg
actactattg

tcaccgtect

<213> Secuencia artificial

<220>

ccoctcagty
tggagatgta
gtattatgat
gaacacggcc
tecagygtgtgy

aggt

<223> Cadena ligera de TTAC-0008(3KF11)

<400> 170

aattttatge
acttgtagyg
caggccececety
ttctotgget
gatgaggccg
gggaccaagg
<210> 171

<211> 324
<212> ADN

tgactcagee
gagataacct
tattggtcat
ccaactctygg
actactattyg

tcaccgtcct

<213> Secuencia artificial

<220>

ctctteagty
tggagatgta
gtattatgat
gaacacggcec
tcaggtgtygy

aggt

<223> Cadena ligera de TTAC-0009(3KG3)

<400> 171

tcagtgtece
aatgttcact
geegacegyce
atactgacca

gataggacta

tcagtgtece
aatgttcact
gccgaccgge
acactgacca

gataggacta

79

caggaaagac
ggtaccagea
cctoeagggat
tcagcggagt

gtgagtatgt

ggccaggatce
gcggecagge
cectgagega
cgaagccggg

ctteggaact

caggaaagac ggcecaggatc

ggtaccagca goggocagge

ccteagggat ccctgagega

tcagcggagt <¢gaagcaggg

gtgagtatgt cttcggaact

60

120

180

240

300

324

60

120

180

240

300

324
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aattttatgd tgactcagec ccactetgty
acttgtaggy gagataacct tggagatgta
caggccecctg tattggtcat gtattatgat
ttctotgget ccaactotgy gaacacggec

gatgaggccyg actactattg tcaggtgtgg

gggaccaagg tcacegtect aggt

<210> 172
<211> 324
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

324

<223> Cadena ligera de TTAC-0010(31G11)

<400> 172

aattttatgc tgactcagee
acttgtaggg gagataacct
caggcceectg tattgatcat
ttetetgget ccaactetgg
gatgaggccg actactattg

gggaccaagg tcaccgtcect

<210> 173
<211> 324
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

ccecteagty
tggagatgta
gtattatgat
gaacacggcec
tcaggtgtgg

aggt

<223> Cadena ligera de TTAC-0011(31G12)

<400> 173

aattttatge tgactcagcece
acttgtaggy gagataacct
caggccccty tattggteat
ttctetgget ccaactetgy
gatgaggeey actactattg

gggaccaagyg tcaccgtect

<210> 174
<211> 324
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

ccactctgty
tggagatgta
gtattatgat
gaacacggee
tcaggtgtyg

aggt

tecagtgtcec
aatgttcact
gcogaccgge
acactgacca

gataggacta

tcagtgtcee
aatgttecact
gcogaccggce
acactgacca

gataggacta

tcagtgtece
aatgttcact
gcegacegge
acactgacca

gataggacta

80

caggaaagac
ggtacecagea
cctcagggat
tcagcggagt

gtgagtatgt

caggaaagac
ggtaccagea
ccteagggat
tcagcggagt

gtgagtatgt

caggaaagac
ggtaccagca
cctcagggat
tcageggagt

gtgagtatgt

ggccaggate
geggecagge
coctgagega
cgaagecggyg

cttoggaact

ggcoaggatce
geggecagye
cecctgagega
cgaagccggg

cttcggaact

ggccaggatc
gcggeeaggce
ccctgagega
cgaagecggg

ctteoggaact

60

120

180

240

300

60

120

180

240

300

324

60

120

180

240

300

3249
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<220>

ES 2450933 T3

<223> Cadena ligera de TTAC-0012 (3IE1)

<400> 174

aattttatgc

acttgtagyg
caggecectg
ttctetgget
gatgaggceg
gggaccaagy

<210> 175
<211> 324
<212> ADN

tgactcagee

gagataacct
tattggtcat
ccaactctqgyg
actactattg

tcaccgtcet

<213> Secuencia artificial

<220>

ctetteagtg tcagtgeece caggaaagac

tggagatgta aatgttcact ggtaccagca
gtattatgat gccegacegge cctcagggat
gaacacggcc acactgacca tcagcggagt

tcaggtgtgg gataggacta gtgagtttgt

aggt

<223> Cadena ligera de TTAC-0013 (3IH2)

<400> 175
aattttatge
acttgtaggg
caggeccecty
Lttectetgget
gatgaggceyg
gggaccaagy

<210> 176
<211> 324
<212> ADN

tgactcagec
gagacaacct
tattggtcat
ccaactetgg
actactattyg

tcaccgtect

<213> Secuencia artificial

<220>

ccectcactg
tggagatgta
gtattatgat
gaacacggec
tcaggtgtgg

agygt

<223> Cadena ligera de TTAC-0014 (K3F1)

<400> 176
aattttatge
acttgtaggg
caggcecectg
ttctetgget
gatgaggccg

gggaccaagyg

tgactcagcee
gagataacct
tattggtcat
ccaactctgyg
actactattyg

tcaccgteoct

ccectctgtyg
tggagatgta
gtattatgat
gaacacggec
tcaggtgtgyg

aggt

tcogtgtoece
aatgttcact
gcocgaccegge
acactgacca

gataggacta

tcagtggcee
aatgttcact
gccgaceggce
acactgacca

gataggacta

81

caggacagac
ggtaccagca
cctcagggat
tcageggagt

gtgagtatgt

caggacagac
ggtaccagea
cctcagggat
tcagcggagt

gtgagtatgt

ggccaggatc

gcggcgagygc
cectgagega
¢gaagceoggg

cttcggaact

ggccaggate
gcggccaggc
cectgagega
cgaagccggyg

cttcggaact

ggccaggatce
gcggecaggce
ccctgagega
cgaageeggyg

ctteggaact

60

120

180

240

300

324

60

120

180

240

300

324

€0

120

180

240

300
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<210> 177
<211> 324
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2450933 T3

<223> Cadena ligera de TTAC-0015 (I12F2) (ADN)

<400> 177

aattttatgc tgactcagcce ccecgeagty tcagtgtece

acttgtaggg

caggeeectyg
ttctctgget
gatgaggcey
gggaccaagg

<210> 178
<211> 324
<212> ADN

gagataacct
tattggtcat
ccaactcetgy
actactattg

tcaccgtect

<213> Secuencia artificial

<220>

tggagatgta aatgttcact
gtattatgat gccgaccgge
gaacacggece acactgacca
tcaggtgtgy gataggacta

aggt

<223> Cadena ligera de TTAC-0016 (I3A12)

<400> 178

aattttatge
acttgtaggg
caggccoecty
ttctetgget
gatgaggceg
gggaccaagyg

<210> 179
<211> 324
<212> ADN

tgactcagee cecetcagtg tcagtgteec
gagataacct tggagatgta aatgttcact
tattggtcat gtattatgat gccgaccgge
ccaactctgg gaacacggcc acactgacca

actactattg tcaggtgtgg gataggacta

tcaccgtect aggt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera de TTAC-0017 (I3F2)

<400> 179

82

€cagyaaagac
ggtaccagca
cetcagggat
tcagcggagt

gtgagtatgt

caggaaagac
ggtaccagca
cctcagggat
tcageggagt

gtgagtatgt

ggccaggate
gcggccagge
cectgagega
cgaageoggy

ctteggaact

ggccaggatc
gcggccagge
ccctaagega
cgaagccggyg

cttcggaact

60

1290

180

240

300

324

60

12¢Q

180

240

300

324
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aattttatge
acttgtaggg
caggecceetg

ttctetgget

gatgaggccey
gggaccaagg

<210> 180
<211> 324
<212> ADN

tgactcagec
gagataacct
tattggteat

ccaactctgg

actactattg

teacegtect

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2450933 T3

ccecteagtg
tggagatgta
ttattatgat

gaacacggec

tcaggtgtgg

aggt

<223> Cadena ligera de TTAC-0018 (4SC3)

<400> 180

aattttatge
acttgtaggg
caggccecectyg
ttectetgget
gatgaggccg
gggaccaagg

<210> 181
<211> 324
<212> ADN

tgactcagee
gagataacct
tattagtcat
ccaactctgy
actactattg

tcaccgteoct

<213> Secuencia artificial

<220>

ccacteagty
tggagatgta
gtattatgat
gaacacggece
tcaggtgtyg

aggt

<223> Cadena ligera de TTAC-0019 (4SC5)

<400> 181

cagttcogtge
acctgtgggg
caggceecty
ttetetgget
gatgaggccy

gggaccaadg

tgactcagee
gaaacaacat
tgctggteat
ccaactttgg
actattattyg

tcacegtect

accctcagtyg
tggaagtaaa
ctattatgat
gaacacggcece

tcaggtttag

aggt

tcagtgtcee
aatgttcact
gcegacaggce

acactygacca

gataggacta

tcagtgtece
aatgttcact
gecgacoggce
acactgacca

gataggacta

tcagtggece
agtgtgcact
agegaccgge
accctgacca

gatagtagtc

83

caggaaagac
ggtaccagca
cctcagggat

tcagcggagt

gtgagtatgt

caggaaagac
ggtaccagea
cctcagggat
tcagcggagt

atgagtatgt

caggaaagac
gagtaccagca
cctcagggat
tcagcagggt

gtgattatgt

ggccaggatce
gcggccagygc
cceotgagega

cgaagecygygyg

ctteggaact

ggccaggate
geggecagge
cecctgagega
cgaagcegyy

cttcoggaact

ggccaggatt
gaagccagyge
ccctgagega
cgaagccggy

cttcggaact

60

1290

180

240

300

324

60

120

180

240

300

324

60

120

180

249

300

324
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de fragmento variable de cadena sencilla (ScFv) que contiene una region variable de cadena ligera
representada por una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NOs: 1 a 19 y actda neutralizando
el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular, y donde la molécula de ScFv tiene una region variable de
cadena pesada representada por una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 20.
2. Un ADN que codifica la molécula de ScFv (fragmento variable de cadena sencilla) de la reivindicacion 1.
3. Un vector que contiene el ADN de la reivindicacion 2.

4. Células recombinantes transformadas con el vector de la reivindicacién 3.

5. Las células recombinantes de acuerdo con la reivindicacion 4, donde las células son células bacterianas o
animales.

6. Una composicion para uso en un método de tratamiento que comprende inhibir la angiogénesis, que contiene la
molécula de ScFv de la reivindicacion 1.

7. Una composicion para uso en un método para el tratamiento del cancer, que contiene la molécula de ScFv de la
reivindicacion 1.

8. Un IgG que contiene una region variable de cadena ligera representada por una secuencia de aminoacidos de
una cualquiera de las SEQ ID NOs: 1 a 19 y que actua neutralizando el receptor del factor de crecimiento endotelial
vascular, y donde la IgG tiene una region variable de cadena pesada representada por una secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 20.

9. Una composicion para uso en un método de tratamiento que comprende inhibir la angiogénesis, que contiene la
IgG de la reivindicacion 8.

10. Una composicion para uso en un método para el tratamiento del cancer, que contiene la IgG de la reivindicacién
8.
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NGOQPENNYKT
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KDR(ECD 2-3)-Fe¢
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FIG. 1

LWLCVETRAA SVGLPSVSLD LPRLSIQKDI
——————
ECD 1
WLWPNNQSGS EQRVEVTECS DGLFCKTLTI

ASVIYVYVOD YRSPFIASVS DOHGVVYITE
ECD 2
LCARYPEKRFEF VPDGNRISWD SKKGFTIPSY
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———i i -
ECD 3
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KLVLNCTART
TLTIDGVTRS

HTCPPCPAPE

Sitio de trombina .
PPKFKDTLMI SRTPEVTCVV VDVSHEDPEV

EQYNSTYRVV SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV
REPOQVYTLPP SRDELTKNQV SLTCLVKGFEY
TPPVLDSDGS FFPFLYSKLTVD KSRWQQGNVFEF

SPGKEQKLIS EEDL

Marcador de Myc

FIG. 2
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FIG. 3

31,0000

Ensayo de competicion de fago anti-KDR

FIG. 4

KDR(ECD1-3)-Fc
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FIG. 13
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FIG. 17
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FIG. 22
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FIG. 24
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FIG. 26
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FIG. 30
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FIG. 32
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