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DESCRIPCIÓN 

Composiciones y procedimientos para inhibir PDGFR beta y VEGF-A 

Antecedentes de la invención 

1. Angiogénesis 

La angiogénesis, también llamada neovascularización, implica la formación de brotes desde vasos sanguíneos 5 
preexistentes y su invasión en el tejido adyacente. Durante la angiogénesis, las células del endotelio vascular 
vuelven a entrar en el ciclo celular, degradan la membrana basal subyacente, y migran para formar nuevos brotes 
capilares. Estas células después se diferencian, y se forman vasos maduros. Este proceso de crecimiento y 
diferenciación está regulado por un equilibrio de factores pro-angiogénicos y anti-angiogénicos. Un proceso 
relacionado, la vasculogénesis, implica la diferenciación de células endoteliales y angioblastos que ya están 10 
presentes en todo un tejido, y su posterior unión para formar vasos sanguíneos. 

La angiogénesis sucede de forma extensiva durante el desarrollo, y también sucede en el organismo sano durante la 
curación de heridas para restaurar el flujo sanguíneo a los tejidos después de lesión o herida. La angiogénesis, sin 
embargo, también se ha implicado en el desarrollo de ciertas enfermedades, incluyendo cáncer y formación de 
tumores. De hecho, la cantidad de vasos sanguíneos en un tejido tumoral es un fuerte indicador pronóstico negativo 15 
en cáncer de mama (Weidner y col., J. Nat/. Cancer Inst. 84:1875-1887, 1992), cáncer de próstata (Weidner y col., 
Am. J. Pathol. 143:401-409, 1993), tumores cerebrales (Li y col., Lancet 344:82-86, 1904), y melanoma (Foss y col., 
Cancer Res. 56:2900-2903, 1996). La angiogénesis también se ha implicado recientemente en otras patologías en 
muchas áreas de medicina, incluyendo reumatología, dermatología, cardiología y oftalmología. En particular, la 
angiogénesis específica de tejido indeseable o patológica se ha asociado con ciertas patologías específicas 20 
incluyendo, por ejemplo, artritis reumatoide, aterosclerosis, psoriasis, retinopatía diabética, y degeneración macular. 
(Véase, por ejemplo, Fan y col., Trends Pharmacol. Sci. 16:57, 1995; Folkman, Nature Med. 1:27, 1995.) Además, 
se cree que la alteración de la permeabilidad vascular desempeña una tarea en procesos fisiológicos tanto normales 
como patológicos (Cullinan-Bove y col., Endocrinol. 133:829, 1993; Senger y col., Cancer and Metastasis Reviews 
12:303, 1993). Aunque el proceso angiogénico en cada una de estas enfermedades probablemente comparte 25 
muchas características con la angiogénesis del desarrollo y la angiogénesis tumoral, cada uno también puede tener 
aspectos únicos conferidos por la influencia de las células adyacentes. 

Se han identificado múltiples mediadores moleculares de angiogénesis incluyendo factores de crecimiento de 
fibroblastos básicos y ácidos (aFGF, bFGF), factores de crecimiento transformante alfa y beta (TGFα, TGFβ), factor 
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), angiogenina, factor de crecimiento de células endoteliales derivado 30 
de plaquetas (PD-ECGF), interleuquina-8 (IL-8), y factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). Otros 
estimuladores implicados en la angiogénesis incluyen angiopoyetina-1, Del-1, folistatina, factor estimulador de 
colonias de granulocitos (G-CSF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), leptina, midquina, factor de 
crecimiento placentario, pleiotrofina (PTN), progranulina, proliferina, y factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-alfa). 
Además, el control de la angiogénesis está mediado adicionalmente por varios reguladores negativos de la 35 
angiogénesis producidos por el organismo incluyendo angioarrestina, angiostatina (fragmento de plasminógeno), 
antitrombina III antiangiogénica, inhibidor derivado de cartílago (CDI), fragmento del complemento CD59, 
endostatina (fragmento de colágeno XVIII), fragmento de fibronectina, gro-beta, heparinasas, fragmento de heparina 
hexasacárido, gonadotropina coriónica humana (hCG), interferón alfa/beta/gamma, proteína inducible por interferón 
(IP-10), interleuquina-12, dominio kringle 5 (fragmento de plasminógeno), inhibidores de metaloproteinasa (TIMP), 2-40 
metoxiestradiol, inhibidor de ribonucleasa placentaria, inhibidor del activador de plasminógeno, factor plaquetario-4 
(PF4), fragmento de 16 kD de prolactina, proteína relacionada con proliferina (PRP), retinoides, tetrahidrocortisol-S, 
trombospondina-1 (TSP-1), vasculostatina, y vasostatina (fragmento de calreticulina). 

Entre estos reguladores angiogénicos, parece que VEGF desempeña una tarea clave como regulador positivo de la 
angiogénesis anormal que acompaña al crecimiento tumoral (revisado en Brown y col., Control of Angiogenesis 45 
(Goldberg y Rosen, eds., 1996); Birkhauser y col., J. Biol. Chem. 271:603-606, 1996). Además, recientemente a 
estado en investigación el papel de la familia de PDGF de moléculas de señalización, ya que parece que 
desempeña una tarea en la formación, expansión y función apropiada de las células perivasculares, a veces 
mencionadas como células murales, por ejemplo, músculo liso vascular, células mesangiales, y pericitos. 

II. VEGF-A 50 

El VEGF-A (secuencias polinucleotídica y polipeptídica mostradas en las SEC ID Nº 1 y 2, respectivamente) es una 
glucoproteína homodimérica unida por disulfuro, secretada que pertenece al grupo de VEGF/PDGF (factor de 
crecimiento derivado de plaquetas) de la superfamilia de nudo de cistina de hormonas y moléculas de señalización 
extracelular (véase, Vitt y col., Mol. Endocrinol., 15:681-694, 2001), que se caracterizan todas por la presencia de 
ocho restos conservados de cisteína que forman la estructura típica de nudo de cistina (llamado después cistina, un 55 
dímero de dos cisteínas unidas por un enlace disulfuro). Se han descrito cinco isoformas humanas de VEGF-A de 
121, 145, 165, 189 ó 206 aminoácidos de longitud (VEGF-A121-206), codificadas por distintas variantes de corte y 
ayuste del ARNm, todas las cuales son capaces de estimular la mitogénesis en células endoteliales. Estas isoformas 
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difieren en actividad biológica, especificidad de receptor, y afinidad por proteoglicanos de heparán-sulfato asociados 
a superficie celular y matriz extracelular, que se comportan como receptores de baja afinidad para VEGF-A: VEGF-
A121 no se une ni a heparina ni a heparán-sulfato; VEGF-A145 y VEGF-A165 (Nº Acc. GenBank M32977) son ambas 
capaces de unirse a heparina; y VEGF-A189 y VEGF-A206 muestran la mayor afinidad por heparina y heparán-sulfato. 
VEGF-A121, VEGF-A145, y VEGF-A165 se secretan en forma soluble, aunque la mayor parte de VEGF-A165 está 5 
confinada a proteoglicanos de superficie celular y matriz extracelular, mientras que VEGF-A189 y VEGF-A206 
permanecen asociadas con la matriz extracelular. Tanto VEGF-A189 y VEGF-A206 pueden liberarse por tratamiento 
con heparina o heparinasa, lo que indica que estas isoformas están unidas a la matriz extracelular mediante 
proteoglicanos. VEGF-A189 unido a células también puede escindirse mediante proteasas tales como plasmina, 
provocando la liberación en de un VEGF-A110 soluble activo.  10 

Se observa que la mayoría de los tejidos que expresan VEGF-A expresan varias isoformas de VEGF-A 
simultáneamente, aunque VEGF-A121 y VEGF-A165 son las formas predominantes, mientras que VEGF-A206 se 
detecta raramente (véase, Ferrara, J. Mol. Med. 77:527-543, 1999). VEGF-A145 difiere en que se expresa 
principalmente en células derivadas de órganos reproductores (véase, Neufeld y col., FASEB J. 13:9-22, 1999). 
VEGF-A165 humana, la forma más abundante y biológicamente activa, está glucosilada en Asn74 y normalmente se 15 
expresa como un homodímero de 46 kDa de subunidades de 23 kDa. 

Se han identificado cuatro receptores de superficie celular que interaccionan con VEGF-A. Éstos incluyen VEGFR-
1/Flt-1 (tirosina quinasa-1 tipo fins; Nº Acc. GenBank X51602; De Vries y col., Science 255:989-991, 1992); VEGFR-
2/KDR/Flk-1 (receptor que contiene dominio de inserción de quinasa/quinasa hepática fetal-1; Nº Acc. GenBank 
X59397 (Flk-1) y L04947 (KDR); Terman y col., Biochem. Biophys. Res. Comm. 187:1579-1586, 1992; Matthews y 20 
col., Proc. Natl. Acad Sci. USA 88:90269030, 1991); neuropilina-1 (Nº Acc. GenBank NM003873), y neuropilina-2 (Nº 
Acc. GenBank NM003872). VEGF121 y VEGF165 se unen a VEGFR-1; VEGF121, VEGF145, y VEGF165 se unen a 
VEGFR-2; VEGF165 se une a neuropilina-1; y VEGF165 y VEGF145 se unen a neuropilina-2. Véase, por ejemplo, 
Neufeld y col., FASEB J. 13:9-22, 1999; Stacker y Achen, Growth Factors 17:1-11, 1999; Ortega y col., Fron. Biosci. 
4:141-152, 1999; Zachary, Intl. J. Biochem. Cell Bio. 30:1169-1174, 1998; Petrova y col., Exp. Cell Res. 253:117-25 
130, 1999. 

La angiogénesis dirigida por VEGF-A tiene un papel principal en la patogénesis de diversas enfermedades humanas, 
incluyendo cáncer, trastornos oculares, y artritis reumatoide. Véase, Carmeliet y col., Nature 407:249-257, 2000. El 
reconocimiento de la importancia de VEGF-A para el desarrollo de varias clases importantes de cáncer culminó 
recientemente en la aprobación de AVASTIN™, un anticuerpo monoclonal humanizado contra VEGF-A, para el 30 
tratamiento de cáncer colorrectal metastásico. Véase, Ferrara y col., Nat. Rev. Drug Discov. 2004, 3:391-400, 2004. 
Asimismo, la importancia de VEGF-A en la patogénesis de trastornos oculares neovasculares se refleja en la 
reciente aprobación de LUCENTIS™, un fragmento de anticuerpo monoclonal humanizado, para el tratamiento de 
degeneración macular relacionada con la edad (AMD) neovascular (húmeda). 

III. PDGFRβ 35 

El PDGFRβ (receptor β del factor de crecimiento derivado de plaquetas; secuencias polinucleotídica y polipeptídica 
mostradas en las SED ID Nº 3 y 4, respectivamente) es uno de dos receptores tirosina quinasa de superficie celular 
estructuralmente relacionados (PDGFRα y PDGFRβ) que median las actividades biológicas de diversas isoformas 
del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) - PDGF-A, -B, -C, y -D. Los PDGF pertenecen a la familia de 
PDGF/VEGF (factor de crecimiento del endotelio vascular) que, como se ha indicado anteriormente, se caracteriza 40 
por la presencia de ocho restos conservados de cisteína que forman la típica estructura de nudo de cistina. Se 
sintetizan dos formas de la cadena PDGF-A, que contiene 196 y 211 restos aminoacídicos resultantes de un corte y 
ayuste diferencial del transcrito, se dimerizan, se procesan proteolíticamente en el extremo N-terminal, y se secretan 
desde la célula como un dímero de -30 kDa (Bonthron y col., Proc. Natl. Acad Sci. USA 85:1492-1496, 1988; 
Rorsman y col., Mol. Cell. Biol. 8:571-577, 1988). La cadena PDGF-B que codifica 241 restos aminoacídicos se 45 
dimeriza, se procesa por proteolisis adicional, y se secreta como un dímero de 24 kDa (Ostman y col., J. Biol. Chem. 
263:16202-16208, 1988; Ostman y col., J. Cell. Biol. 118:509519, 1992). Las cadenas A y B son capaces de formar 
tanto homodímeros como heterodímeros entre sí (PDGF-AA, -BB, y -AB). Las proteínas PDGF-C y -D de longitud 
completa contienen 345 y 370 restos aminoacídicos respectivamente, y ambas tienen una estructura única de dos 
dominios con un dominio CUB N-terminal y un dominio PDGF/VEGF C-terminal. Las proformas de PDGF C y D se 50 
secretan como un homodímero de aproximadamente 85 kDa después de la escisión de los 22 restos N-terminales 
del péptido señal. Aunque los PDGF-AA, -BB, y -AB secretados pueden activar fácilmente sus receptores de 
superficie celular, se requiere la eliminación proteolítica del dominio CUB para que el dominio de factor de 
crecimiento de los homodímeros PDGF-CC y -DD active los receptores de superficie celular.  

Ambos PDGFR (PDGFRα y PDGFRβ) contienen cinco dominios extracelulares tipo inmunoglobulina, un dominio 55 
transmembrana, un dominio juxtamembrana, dominios quinasa divididos, un dominio de inserción de quinasa, y una 
cola citoplásmica. Estos dos receptores comparten una identidad del 31 % en el dominio de unión a ligando, una 
identidad del 27 % en el dominio de inserción de quinasa y una identidad del 28 % en el extremo C-terminal, 
mientras que son un 85 % y 75 % idénticos en las dos mitades del dominio de inserción de quinasa (Matsui y col., 
1989; Rosenkranz y Kazlauskas, 1999). Los tres receptores diméricos de PDGF (aa, αβ, ββ) median la transducción 60 
de señales específica de isoforma de PDGF. PDGF-AA activa de forma eficaz solamente PDGFRaa, PDGF-AB 
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puede activar PDGFRαα o PDG-FRαβ, mientras que PDGF-BB activa los tres receptores diméricos de PDGF 
(véase, Claesson-Welsh y col., Mol. Cell. Biol. 8:3476-3486, 1988; Matsui y col., Science 243:800-804, 1989; 
Claesson-Welsh, J. Biol. Chem. 269, 32023-32026, 1994). El dominio de factor de crecimiento de PDGF-CC activa 
tanto PDGFRαα como PDGFRαβ, y el dominio de factor de crecimiento de PDGF-DD activa PDGFRββ y PDGFRαβ 
(véase Li y col., Nature Cell. Biol. 2:302-309, 2000; Bergsten y col., Nature Cell. Biol. 3:512-516, 2001; Gilbertson y 5 
col., J. Biol. Chem. 276:27406-27414, 2001; LaRochelle y col., Nat. Cell. Biol. 3:517-521, 2001). 

Los PDGF producidos por células endoteliales en los vasos promueven el reclutamiento y la proliferación de células 
del músculo liso vascular/progenitores de pericitos que expresan PDGFR (Betsholtz y col., 2001). Las actividades 
quimiotácticas y mitogénicas mediadas por el bucle de señalización paracrina PDGF/PDGFR son cruciales para la 
formación, ramificación y mantenimiento de los vasos sanguíneos. Como en la embriogénesis, el PDGF desempeña 10 
un papel crítico para la angiogénesis en tumores humanos. La angiogénesis tumoral, necesaria para la propagación 
y metástasis del tumor, es un proceso complejo y altamente regulado que implica muchos tipos celulares y factores 
extracelulares diferentes. Las células endoteliales y las células del músculo liso son los componentes principales de 
los vasos sanguíneos, y los miembros de la superfamilia de VEGF/PDGF están entre los mediadores críticos de la 
angiogénesis tumoral. Estudios clínicos revelaron una correlación entre los recuentos vasculares y la frecuencia de 15 
expresión de VEGF y PDGF en tumores (Anan y col., Surgery 119:333-339, 1996). Los PDGF estimulan directa e 
indirectamente los procesos angiogénicos. El PDGF liberado por las células tumores induce la migración de las 
células endoteliales y las células del músculo liso vascular (vSMC), y también estimula la proliferación de estas 
células, lo que sugiere un papel directo de los PDGF en la angiogénesis (Thommen y col., J. Cell. Biochem. 64:403-
413, 1997). Los PDGF demostraron inducir la transcripción y secreción de VEGF-A por células endoteliales que 20 
expresaban PDGFRβ, lo que sugiere un papel indirecto para la angiogénesis inducida por PDGF (Wang y col., 
Cancer Res. 59:1464-1472, 1999). Los PDGF también median el bucle de señalización paracrina entre las células 
endoteliales y vSMC/pericitos durante procesos angiogénicos tumorales. Aunque PDGF-BB, -AB, y el dominio de 
factor de crecimiento de PDGF-CC inducen respuestas angiogénicas indistinguibles en ensayos de córnea de ratón, 
PDGF-AA (que se une a PDGFRαα pero no a PDGFRαβ o PDGFRββ) estimula una respuesta solamente débil (Cao 25 
y col., FASEB J. 16:1575-1583, 2002). Esto sugiere que PDGFRα y PDGFRβ pueden regular de forma diferente los 
procesos angiogénicos, y apunta a la subunidad PDGFRβ en particular como un mediator importante de la 
angiogénesis inducida por PDGF. 

La señalización del receptor de PDGF se ha vinculado a diversos procesos en las patologías descritas 
anteriormente, incluyendo la señalización autocrina del factor de crecimiento en células tumorales, la angiogénesis 30 
tumoral y ocular y el reclutamiento de regulación de células estromáticas, concretamente fibroblastos en el tumor, o 
tejidos de enfermedades oculares. La expresión de casi todos los ligandos de la familia de PDGF en células NIH3T3 
conduce a la transformación de la célula en un fenotipo canceroso (Revisado en Ostman y Heldin, Adv in Can Res 
97:247-74, 2007). En apoyo a eso, se ha demostrado la co-expresión de diversos ligandos y receptores de PDGF en 
múltiples enfermedades, incluyendo diversos cánceres (revisado en Ostman Cytokine and Growth Factor Rev 35 
15:275-86, 2004). Además, la activación mutacional de PDGF o receptores de PDGF ahora ha demostrado estar 
asociada con diferentes neoplasias, incluyendo dermatofibrosarcoma protuberans (DFSP), tumores estromáticos 
gastrointestinales (GIST) y leucemias mieloides crónicas Bcr-Abl-negativas (revisado en Ostman y Heldin, Adv. 
Cancer Res. 97:247-74, 2007). La familia de PDGF también ha demostrado desempeñar una tarea significativa en la 
angiogénesis tumoral, especialmente con respecto al reclutamiento de pericitos y células del músculo liso vascular a 40 
la vasculatura tumoral y ocular. Se cree que estas células murales (pericitos y células del músculo liso) proporcionan 
una estructura de apoyo para el crecimiento de células del endotelio vascular. Se ha demostrado que PDGFRβ es 
esencial para el reclutamiento de pericitos a la vasculatura tumoral y para la diferenciación de células madre 
mesenquimáticas en pericitos (Song y col., Nat. Cell Biol. 7:870-79, 2005; Bergers y col., Neuro. Oncol. 7:452-64, 
2005). Los antagonistas de PDGFR han demostrado inhibir la angiogénesis no solamente inhibiendo el 45 
reclutamiento de pericitos sino también reduciendo el alcance de las células endotelial dentro de los tumores 
(Bergers y col., J. Clin. Invest. 111:1287-95, 2003). Además, se expresan significativamente PDGF y receptores de 
PDGF en el estroma de los tumores, concretamente células fibroblásticas dentro de diversos cánceres y múltiples 
experimentos han demostrado un papel crítico para PDGF-BB y los receptores PDGFRβ y PDGFRα en el 
reclutamiento de células estromáticas dentro de los tumores (revisado en Ostman y Heldin, Adv. Cancer Res. 50 
97:247-74, 2007). Una serie de estudios recientes indica una función de estos receptores en el control del transporte 
transvascular tumoral. Múltiples elementos de prueba apoyan ahora el papel de PDGF y PDGFR en el control de la 
presión del fluido intersticial (IFP), un parámetro clave que determina el transporte transvascular. La mayoría de los 
tumores sólidos se caracterizan por una elevada IFP que conduce a una tasa de convección disminuida a través de 
las paredes capilares y la captación reducida de fármacos (quimioterapia) por los tumores. Los antagonistas del 55 
receptor de PDGF han demostrado reducir la IFP del tumor y de este modo permiten una captación aumentada de 
los fármacos dentro de los tumores, conduciendo a una mejor eficacia anti-tumoral (Pietras y col., Cancer Res. 
62:5476-84, 2002; Pietras y col., Cancer Res. 61:2929-34, 2001). Los antagonistas de PDGFR, por lo tanto, 
proporcionan un procedimiento para inhibir múltiples procesos dentro de la vasculatura tumoral, incluyendo los 
efectos autocrinos sobre las células tumorales, la angiogénesis y afectando a la IFP mediada por el estroma del 60 
tumor. Combinaciones con otros fármacos, concretamente inhibidores anti-angiogénicos como antagonistas de 
VEGF y/o quimioterapia pueden proporcionar un beneficio adicional a los pacientes de cáncer. 
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IV. Inhibición de las vías de VEGF y PDGF 

Aunque se han aprobado terapias anti-angiogénicas, incluyendo AVASTINTM, para diversos cánceres (y 
LUCENTIS™ para AMD), la eficacia es moderada y los pacientes finalmente evolucionan. Un factor limitante de la 
eficacia es la presencia de otras vías angiogénicas que no se inhiben por estas terapias. En modelos de ratón, se ha 
demostrado recientemente que se hallan pericitos que expresan PDGFRβ en tumores tratados con antagonistas de 5 
VEGF y éstos proporcionan la estructura para que las células endoteliales recién formadas crezcan dentro de los 
tumores (Mancuso y col., J. Clin. Invest. 116:2610-21, 2006). La inhibición de las vías tanto de VEGF como de 
PDGFR puede proporcionar inhibición aditiva o sinérgica de la angiogénesis en contextos de enfermedad y, en 
cáncer, puede proporcionar un suministro potenciado de agentes quimioterapéuticos mediante la normalización de 
los vasos y la IFP. 10 

Las evidencias científicas apoyan este enfoque terapéutico. Los datos muestran que el co-abordamiento de la 
señalización tanto de PDGFR como de VEGFR inhibe de forma más eficaz el crecimiento de vasos endoteliales y es 
más eficaz en la inhibición del crecimiento tumoral en modelos de enfermedad pre-clínica. En un modelo de tumor 
pancreático espontáneo (RIP-Tag), Bergers y sus colegas demostraron que la combinación con un inhibidor de 
VEGF (SU5416) y un inhibidor de PDGF (SU6668 o imatinib) inhibía el crecimiento de adenocarcinomas 15 
pancreáticos cuando se administraba de forma tardía durante la progresión del tumor (IT o RT), mientras que la 
inhibición de VEGF en solitario era eficaz solamente cuando se usaba en contextos previos de enfermedad (PT y IT) 
(Bergers y col., J. Clin. Invest. 111:1287-95, 2003). La disminución en el crecimiento tumoral estaba asociada con 
una disminución en las células endoteliales y pericitos asociados al tumor y la inhibición de la angiogénesis. 
Asimismo, en un modelo de xenoinjerto pancreático (BxPC-3), el tratamiento con anticuerpos tanto anti-PDGFRβ 20 
como contra VEGFR2 demostró efectos anti-tumores significativos cuando se comparaba con los regímenes de 
tratamiento de monoterapia (Shen y col., Biochem Biophys Res Commun 357:1142-47, 2007). Pietras y sus colegas 
demostraron adicionalmente que la eficacia era sustancialmente mayor en el modelo pancreático Rip-Tag cuando se 
combinaban terapias anti-VEGF y anti-PDGF junto con quimioterapia (Pietras y Hanahan, J. Clin. Oncol. 23:939-52, 
2005). La eficacia de combinación también se ha demostrado en modelos de xenoinjerto de carcinoma de ovario 25 
combinando inhibidores de PDGFR y VEGFR (Lu y col., Clin. Cancer Res. 13:4209-17, 2007). Estos datos 
proporcionan fuertes fundamentos de prueba de hipótesis para abordar ambas vías en oncología. Además, la 
combinación que aborda estas vías también ha demostrado inhibir la neovascularización en un modelo ocular de 
roedor (Jo y col., Am. J. Pathol. 168:2036-53, 2006), proporcionando apoyo pre-clínico para la posible eficacia en 
indicaciones de enfermedad ocular, incluyendo AMD. 30 

 Lokker N.A. y col., J. Biol. Chem., Vol. 272(52), 26 de diciembre de 1997, páginas 33037-33044, describe la 
importancia funcional de los dominios extracelulares tipo inmunoglobulina del receptor del factor de crecimiento 
derivado de plaquetas (PDGF), y la identificación del sitio de unión a PDGF y anticuerpos monoclonales 
neutralizantes. 

 Liang W-C y col., J. Biol. Chem., Vol. 281(2), 13 de enero de 2006, páginas 951-961, describe anticuerpos de 35 
bloqueo de VEGF de especie cruzada que inhiben completamente el crecimiento de xenoinjertos de tumor 
humano y mide la contribución del VEGF estromático. 

 Jo Nobuo y col., Am. J. Pathology, Vol. 168 (6), 1 de junio de 2006, páginas 2036-2053, informa de que la 
inhibición de la señalización de PDGF B potencia la eficacia de la terapia anti-factor de crecimiento del endotelio 
vascular en múltiples modeles de neovascularización ocular. 40 

 Jayson G.C. y col., J. Clinical Oncology, Vol. 23(5), 10 de febrero de 2005, páginas 973-981, informa de que el 
bloqueo del receptor-beta de PDGF por CDP860, un di-Fab' humanizado y PEGilado, conduce a acumulación de 
fluido y está asociado con un volumen aumentado de tumor vascularizado. 

 Shen y col., Biochemical and Biophysical Research Communications, Vol. 357(4), 10 de mayo de 2007, páginas 
1142-1147, informa de que un anticuerpo dirigido contra el receptor beta de PDGF potencia las actividades 45 
antitumorales y anti-angiogénicas de un anticuerpo anti-receptor 2 de VEGF. 

 Erber, Ralf y col., FASEB Journal, Vol. 18(2), 4 de diciembre de 2004, http://www.fasebj.org/cgi/reprint/03-
0271fjev1.pdf, informa de que la inhibición combinada de la señalización de VEGF y PDGF fuerza la regresión de 
los vasos tumorales impidiendo los mecanismos de supervivencia de las células endoteliales mediados por los 
pericitos. 50 

El documento WO 97137029 describe anticuerpos monoclonales específicos para el receptor beta de PDGF y 
procedimientos para usar los mismos. El documento US 2003/228307 describe polipéptidos de inmunoglobulina 
inhibidores contra el receptor beta de PDGF humano. 

El documento WO 2007/140534 describe anticuerpos anti-VEGF-B con reactividad cruzada por VEGF-A como 
antagonistas de la señalización de VEGF-A y VEGF-B. El documento US 2007/059302 describe anticuerpos anti-55 
VEGF. 
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El documento US 2006/234347 describe el abordamiento de múltiples vías angiogénicas para terapia contra el 
cáncer usando receptores tirosina quinasa solubles. 

En un aspecto, la presente memoria descriptiva describe un anticuerpo que se une específicamente al dominio 
extracelular de PDGFRβ y neutraliza la actividad de PDGFRβ. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante 
anti-PDGFRβ comprende una dominio VL que comprende las CDR LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que 5 
comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y HCDR3, donde LCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la 
SEC ID Nº 433; LCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 434; LCDR3 tiene la 
secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 435; HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en 
la SEC ID Nº 436; HCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 437; y HCDR3 tiene una 
secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 438-442. En algunas de estas 10 
realizaciones, LCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 443; LCDR3 tiene la secuencia 
de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 444; y HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID 
Nº 445. En otras de estas realizaciones, LCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 443; 
LCDR3 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 444; HCDR1 tiene la secuencia de 
aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 446; y HCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 15 
447. En algunas variaciones, LCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 443; LCDR3 
tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 444; HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos 
mostrada en la SEC ID Nº 446; HCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 447; y HCDR3 
tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 441 y 442. 

En otras realizaciones, un anticuerpo neutralizante anti-PDGFRβ comprende un dominio VL que comprende las CDR 20 
LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y HCDR3, donde LCDR1 
tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 433; LCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos 
mostrada en la SEC ID Nº 434; LCDR3 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 435; y HCDR1, 
HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en (a) los restos 31-35, los 
restos 50-66, y los restos 99-110 de la SEC ID Nº 8; (b) los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-110 de la 25 
SEC ID Nº 12; (c) los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-111 de la SEC ID Nº 24; (d) los restos 31-35, los 
restos 50-66, y los restos 99-110 de la SEC ID Nº 36; o (e) los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-111 de 
la SEC ID Nº 48. 

En otras realizaciones, un anticuerpo neutralizante anti-PDGFRβ comprende un dominio VL que comprende las CDR 
LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y HCDR3, donde LCDR1 30 
tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 433; LCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos 
mostrada en los restos 56-62 de la SEC ID Nº 6 ó 10; LCDR3 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en los 
restos 95-103 de la SEC ID Nº 6, 10, ó 46; HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 31-35 
de la SEC ID Nº 8, 12, 24, 36, ó 48; HCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 50-66 de la 
SEC ID Nº 8, 12, 24, 36, ó 48; y HCDR3 tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que 35 
consiste en las SEC ID Nº 438-442. En algunas de estas variaciones, (a) LCDR2 y LCDR3 tienen las secuencias de 
aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 56-62 y los restos 95-103 de la SEC ID Nº 6; y HCDR1, 
HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los 
restos 50-66, y los restos 99-110 de la SEC ID Nº 8; (b) LCDR2 y LCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos 
mostradas, respectivamente, en los restos 56-62 y los restos 95-103 de la SEC ID Nº 10; y HCDR1, HCDR2, y 40 
HCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y 
los restos 99-110 de la SEC ID Nº 12; (c) LCDR2 y LCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, 
respectivamente, en los restos 56-62 y los restos 95-103 de la SEC ID Nº 22; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen 
las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-
111 de la SEC ID Nº 24; (d) LCDR2 y LCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en 45 
los restos 56-62 y los restos 95-103 de la SEC ID Nº 34; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias de 
aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-110 de la SEC ID Nº 
36; (e) LCDR2 y LCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 56-62 y 
los restos 95-103 de la SEC ID Nº 38; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos 
mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-110 de la SEC ID Nº 40; o (f) 50 
LCDR2 y LCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 56-62 y los 
restos 95-103 de la SEC ID Nº 46; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, 
respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-111 de la SEC ID Nº 48. En algunas 
realizaciones, LCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 433; LCDR2 tiene la secuencia 
de aminoácidos mostrada en los restos 56-62 de la SEC ID Nº 6; LCDR3 tiene la secuencia de aminoácidos 55 
mostrada en los restos 95-103 de la SEC ID Nº 6; HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 
31-35 de la SEC ID Nº 8 ó 12; HCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 50-66 de la SEC ID 
Nº 8 ó 12; y HCDR3 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 99-110 de la SEC ID Nº 8 ó 12.  

En variaciones específicas de un anticuerpo neutralizante anti-PDGFRβ como los anteriores, los dominios VL y VH 
comprenden las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en las SEC ID Nº 6 y 8; las SEC ID Nº 10 60 
y 12; las SEC ID Nº 22 y 24; las SEC ID Nº 34 y 36; las SEC ID Nº 38 y 40; o las SEC ID Nº 46 y 48. 
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En otras realizaciones, un anticuerpo neutralizante anti-PDGFRβ comprende un dominio VL que comprende las CDR 
LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y HCDR3, en el que dicha 
serie de CDR de VL y VH tiene 3 o menos de sustituciones de aminoácidos con relación a una segunda serie de CDR 
seleccionada entre el grupo que consiste en: (a) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 que tienen las secuencias de 
aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-40, los restos 56-62, y los restos 95-103 de la SEC ID Nº 5 
6; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los 
restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-110 de la SEC ID Nº 8; (b) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 que tienen las 
secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-40, los restos 56-62, y los restos 95-103 
de la SEC ID Nº 10; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, 
respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-110 de la SEC ID Nº 12; (c) LCDR1, LCDR2, 10 
y LCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-40, los restos 56-
62, y los restos 95-103 de la SEC ID Nº 22; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos 
mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-111 de la SEC ID Nº 24; (d) 
LCDR1, LCDR2, y LCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-
40, los restos 56-62, y los restos 95-103 de la SEC ID Nº 34; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 que tienen las secuencias 15 
de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-110 de la SEC ID 
Nº 36; (e) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los 
restos 24-40, los restos 56-62, y los restos 95-103 de la SEC ID Nº 46; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 que tienen las 
secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-111 
de la SEC ID Nº 48. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende ninguna, una, o dos sustituciones de 20 
aminoácidos en dicha serie de CDR. 

En otras realizaciones más, un anticuerpo neutralizante anti-PDGFRβ comprende un dominio VL que comprende las 
CDR LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y HCDR3, en el que 
dicha serie de CDR de VL y VH tiene 3 o menos sustituciones de aminoácidos con relación a una segunda serie de 
CDR en que LCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 24-34 de la SEC ID Nº 18; LCDR2 25 
tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 50-56 de la SEC ID Nº 18; LCDR3 tiene la secuencia de 
aminoácidos mostrada en los restos 89-97 de la SEC ID Nº 18; HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada 
en los restos 31-35 de la SEC ID Nº 20; HCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 50-66 de 
la SEC ID Nº 20; HCDR3 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 99-115 de la SEC ID Nº 20. En 
algunas realizaciones, el anticuerpo comprende ninguna, una, o dos sustituciones de aminoácidos en dicha serie de 30 
CDR. En ciertas variaciones, el anticuerpo comprende ninguna sustitución en dichas CDR. En variaciones 
específicas, el dominio VL comprende una secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 18 y el dominio VH 
comprende una secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 20. 

En otras realizaciones más, un anticuerpo neutralizante anti-PDGFRβ se une a un epítopo que comprende uno o 
más aminoácidos incluidos dentro de una región polipeptídica de PDGFRβ mostrada en los restos 251-270 de la 35 
SEC ID Nº 4. Anticuerpos anti-PDGFRβ a modo de ejemplo que tienen esta especificidad de epítopo incluyen 
anticuerpos que comprenden dominios variables de cadena ligera y pesada que tienen secuencias de aminoácidos 
respectivas de VL y VH seleccionadas entre los siguientes pares de secuencias de VL/VH: SEC ID Nº 6 y 8; SEC ID 
Nº 10 y 12; SEC ID Nº 22 y 24; y SEC ID Nº 46 y 48. En ciertas realizaciones, el epítopo comprende adicionalmente 
uno o más aminoácidos incluidos dentro de una segunda región polipeptídica de PDGFβ mostrada en los restos 40 
aminoacídicos 196-205 ó 191-210 de la SEC ID Nº 4. Anticuerpos anti-PDGFRβ a modo de ejemplo de esta clase 
incluyen anticuerpos que comprenden dominios variables de cadena ligera y pesada que tienen secuencias de 
aminoácidos respectivas de VL y VH seleccionadas entre los siguientes pares de secuencias de VL/VH: SEC ID Nº 22 
y 24; y SEC ID Nº 46 y 48. En ciertas realizaciones, el epítopo anti-PDGFRβ se un epítopo determinado por mapeo 
de epítopos en microserie de péptidos que comprende el uso de péptidos de 20 monómeros solapantes de PDGFRβ 45 
(SEC ID Nº 4). 

En ciertas variaciones, un anticuerpo neutralizante anti-PDGFRβ como los anteriores es un anticuerpo biespecífico 
que también se une a VEGF-A. En variaciones preferidas, el anticuerpo biespecífico neutraliza VEGF-A. 

En otro aspecto, la presente memoria descriptiva describe un anticuerpo que se une específicamente a VEGF-A y 
neutraliza la actividad VEGF-A. En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante anti-VEGF-A comprende un 50 
dominio VL que comprende las CDR LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que comprende las CDR HCDR1, 
HCDR2, y HCDR3, donde LCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 448; LCDR2 tiene la 
secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 449; LCDR3 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la 
SEC ID Nº 450; HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 451; HCDR2 tiene la 
secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 452; y HCDR3 tiene una secuencia de aminoácidos 55 
seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 453-461. En ciertas realizaciones, LCDR1 tiene la 
secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 462; LCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la 
SEC ID Nº 464; LCDR3 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 466; HCDR1 tiene la 
secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 468; HCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en 
la SEC ID Nº 470; y HCDR3 tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en las 60 
SEC ID Nº 453-459. En algunas de estas realizaciones, (a) LCDR1 y LCDR2 tienen las secuencias de aminoácidos 
mostradas, respectivamente, en los restos 24-34 y los restos 50-56 de la SEC ID Nº 170; (b) LCDR1 y LCDR2 tienen 
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las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-34 y los restos 50-56 de la SEC ID Nº 
242; (c) LCDR1 y LCDR2 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-34 y 
los restos 50-56 de la SEC ID Nº 278; (d) LCDR1 y LCDR2 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, 
respectivamente, en los restos 24-34 y los restos 50-56 de la SEC ID Nº 306; (e) LCDR1 y LCDR2 tienen las 
secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-34 y los restos 50-56 de la SEC ID Nº 5 
322; (f) LCDR1 y LCDR2 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-34 y 
los restos 50-56 de la SEC ID Nº 330; (g) LCDR1 y LCDR2 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, 
respectivamente, en los restos 24-34 y los restos 50-56 de la SEC ID Nº 374; (h) LCDR1 y LCDR2 tienen las 
secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-34 y los restos 50-56 de la SEC ID Nº 
394; o (i) LCDR1 y LCDR2 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-34 y 10 
los restos 50-56 de la SEC ID Nº 426. En variaciones particulares de un anticuerpo anti-VEGF-A como los 
anteriores, HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 31-35 de la SEC ID Nº 172, 244, 280, 
308, ó 324. En otras variaciones de un anticuerpo anti-VEGF-A como los anteriores, HCDR1 tiene la secuencia de 
aminoácidos mostrada en los restos 31-35 de la SEC ID Nº 280 y HCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos 
mostrada en los restos 50-66 de la SEC ID Nº 280, 376, ó 428. 15 

En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante anti-VEGF-A comprende un dominio VL que comprende las 
CDR LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y HCDR3, donde CDR1 
tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 463; LCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos 
mostrada en la SEC ID Nº 465; LCDR3 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 467; HCDR1 
tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 31-35 de la SEC ID Nº 280; HCDR2 tiene la secuencia de 20 
aminoácidos mostrada en los restos 50-66 de la SEC ID Nº 280; y HCDR3 tiene una secuencia de aminoácidos 
seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 453-459. En algunas realizaciones, HCDR3 tiene una 
secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 453, 458, y 459. 

En otras realizaciones, un anticuerpo neutralizante anti-VEGF-A comprende un dominio VL que comprende las CDR 
LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y HCDR3, donde LCDR1 25 
tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 24-34 de la SEC ID Nº 170, 330, 394, ó 426; LCDR2 tiene 
la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 50-56 de la SEC ID Nº 170, 242, 322, 330, 394, ó 426; LCDR3 
tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 89-97 de la SEC ID Nº 170, 242, 278, 394, ó 426; HCDR1 
tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 31-35 de la SEC ID Nº 172, 244, 280, 308, ó 324; HCDR2 
tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 50-66 de la SEC ID Nº 172, 244, 280, ó 324; y HCDR3 30 
tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 453-459. En 
algunas de estas realizaciones, (a) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, 
respectivamente, en los restos 24-34, los restos 50-56, y los restos 89-97 de la SEC ID Nº 170; y HCDR1, HCDR2, y 
HCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y 
los restos 99-102 de la SEC ID Nº 172; (b) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos 35 
mostradas, respectivamente, en los restos 24-34, los restos 50-56, y los restos 89-97 de la SEC ID Nº 242; y 
HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, 
los restos 50-66, y los restos 99-107 de la SEC ID Nº 244; (c) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 tienen las secuencias de 
aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-34, los restos 50-56, y los restos 89-97 de la SEC ID Nº 
278; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 40 
31-35, los restos 50-66, y los restos 99-110 de la SEC ID Nº 280; (d) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 tienen las 
secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-34, los restos 50-56, y los restos 89-97 de 
la SEC ID Nº 306; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, 
en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-110 de la SEC ID Nº 308; (e) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 tienen 
las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-34, los restos 50-56, y los restos 89-97 45 
de la SEC ID Nº 322; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, 
respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-111 de la SEC ID Nº 324; (f) LCDR1, LCDR2, 
y LCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-34, los restos 50-56, y 
los restos 89-97 de la SEC ID Nº 330; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos 
mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-102 de la SEC ID Nº 332; (g) 50 
LCDR1, LCDR2, y LCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-34, 
los restos 50-56, y los restos 89-97 de la SEC ID Nº 374; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias de 
aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-108 de la SEC ID Nº 
376; (h) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 
24-34, los restos 50-56, y los restos 89-97 de la SEC ID Nº 394; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias 55 
de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-102 de la SEC ID 
Nº 396; o (i) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los 
restos 24-34, los restos 50-56, y los restos 89-97 de la SEC ID Nº 426; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las 
secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-107 
de la SEC ID Nº 428. En variaciones específicas, los dominios VL y VH comprenden las secuencias de aminoácidos 60 
mostradas, respectivamente, en las SEC ID Nº 170 y 172; las SEC ID Nº 242 y 244; las SEC ID Nº 278 y 280; las 
SEC ID Nº 306 y 308; las SEC ID Nº 322 y 324; las SEC ID Nº 330 y 332; las SEC ID Nº 374 y 376; las SEC ID Nº 
394 y 396; o las SEC ID Nº 426 y 428. 
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En otras realizaciones, un anticuerpo neutralizante anti-VEGF-A comprende un dominio VL que comprende las CDR 
LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y HCDR3, en el que dicha 
serie de CDR de VL y VH  tiene 3 o menos sustituciones de aminoácidos con relación a una segunda serie de CDR 
seleccionada entre el grupo que consiste en: (a) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 que tienen las secuencias de 
aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-34, los restos 50-56, y los restos 89-97 de la SEC ID Nº 5 
170; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los 
restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-102 de la SEC ID Nº 172; (b) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 que tienen las 
secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-34, los restos 50-56, y los restos 89-97 de 
la SEC ID Nº 242; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, 
respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-107 de la SEC ID Nº 244; (c) LCDR1, LCDR2, 10 
y LCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-34, los restos 50-
56, y los restos 89-97 de la SEC ID Nº 278; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos 
mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-110 de la SEC ID Nº 280; (d) 
LCDR1, LCDR2, y LCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-
34, los restos 50-56, y los restos 89-97 de la SEC ID Nº 306; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 que tienen las secuencias 15 
de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-110 de la SEC ID 
Nº 308; (e) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los 
restos 24-34, los restos 50-56, y los restos 89-97 de la SEC ID Nº 322; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 que tienen las 
secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-111 
de la SEC ID Nº 324; (f) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, 20 
respectivamente, en los restos 24-34, los restos 50-56, y los restos 89-97 de la SEC ID Nº 330; y HCDR1, HCDR2, y 
HCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-
66, y los restos 99-102 de la SEC ID Nº 332; (g) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 que tienen las secuencias de 
aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-34, los restos 50-56, y los restos 89-97 de la SEC ID Nº 
374; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los 25 
restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-108 de la SEC ID Nº 376; (h) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 que tienen las 
secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-34, los restos 50-56, y los restos 89-97 de 
la SEC ID Nº 394; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, 
respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-102 de la SEC ID Nº 396; y (i) LCDR1, 
LCDR2, y LCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-34, los 30 
restos 50-56, y los restos 89-97 de la SEC ID Nº 426; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 que tienen las secuencias de 
aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-107 de la SEC ID Nº 
428. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende ninguna, una, o dos sustituciones de aminoácidos en dicha 
serie de CDR. 

En otras realizaciones más, un anticuerpo neutralizante anti-VEGF-A comprende un dominio VL que comprende las 35 
CDR LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y HCDR3, donde 
LCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 462; LCDR2 tiene la secuencia de 
aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 463; LCDR3 tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el 
grupo que consiste en las SEC ID Nº 464 y 465; HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID 
Nº 466; HCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 467; y HCDR3 tiene una secuencia de 40 
aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 468-470. En algunas de estas realizaciones, 
LCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 471; LCDR2 tiene la secuencia de 
aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 474; HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 
477; HCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 478; y HCDR3 tiene una secuencia de 
aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 468 y 469. 45 

En ciertas variaciones, a anticuerpo neutralizante anti-VEGF-A comprende un dominio VL que comprende las CDR 
LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y HCDR3, donde LCDR1 
tiene una secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 472; LCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos 
mostrada en la SEC ID Nº 475; LCDR3 tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que 
consiste en las SEC ID Nº 464 y 465; HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 477; 50 
HCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 478; y HCDR3 tiene una secuencia de 
aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 468 y 469. En algunas realizaciones, 
HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, 
los restos 50-66, y los restos 99-102 de la SEC ID Nº 248. En algunas de estas realizaciones, LCDR2 tiene la 
secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 479 y LCDR3 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en 55 
la SEC ID Nº 480. 

En otras realizaciones, un anticuerpo neutralizante anti-VEGF-A comprende un dominio VL que comprende las CDR 
LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y HCDR3, donde LCDR1 
tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 23-35 de la SEC ID Nº 214, 246, 274, 286, 310, 338, ó 
354; LCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 51-37 de la SEC ID Nº 214, 246, 274, 286, 60 
310, 338, ó 354; LCDR3 tiene una secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 465 o en los restos 90-100 
de la SEC ID Nº 214, 246, 274, 286, 310, ó 338; HCDR1 tiene una secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 
31-35 de la SEC ID Nº 216, 248, ó 356; HCDR2 tiene una secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 50-66 
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de la SEC ID Nº 216, 248, ó 356; y HCDR3 tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que 
consiste en las SEC ID Nº 468-470. En ciertas variaciones, (a) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 tienen las secuencias de 
aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 23-35, los restos 51-57, y los restos 90-100 de la SEC ID Nº 
214; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 
31-35, los restos 50-66, y los restos 99-110 de la SEC ID Nº 216; (b) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 tienen las 5 
secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 23-35, los restos 51-57, y los restos 90-100 
de la SEC ID Nº 246; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, 
respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-102 de la SEC ID Nº 248; (c) LCDR1, LCDR2, 
y LCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 23-35, los restos 51-57, y 
los restos 90-100 de la SEC ID Nº 274; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos 10 
mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-102 de la SEC ID Nº 276; (d) 
LCDR1, LCDR2, y LCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 23-35, 
los restos 51-57, y los restos 90-100 de la SEC ID Nº 286; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias de 
aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-102 de la SEC ID Nº 
288; (e) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 15 
23-35, los restos 51-57, y los restos 90-100 de la SEC ID Nº 310; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las 
secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-102 
de la SEC ID Nº 312; (f) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, 
respectivamente, en los restos 23-35, los restos 51-57, y los restos 90-100 de la SEC ID Nº 338; y HCDR1, HCDR2, 
y HCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, 20 
y los restos 99-102 de la SEC ID Nº 340; o (g) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos 
mostradas, respectivamente, en los restos 23-35, los restos 51-57, y los restos 90-106 de la SEC ID Nº 354; y 
HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, 
los restos 50-66, y los restos 99-107 de la SEC ID Nº 356. En variaciones específicas, los dominios VL y VH 
comprenden las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en las SEC ID Nº 214 y 216; las SEC ID 25 
Nº 246 y 248; las SEC ID Nº 274 y 276; las SEC ID Nº 286 y 288; las SEC ID Nº 310 y 312; las SEC ID Nº 338 y 340; 
o las SEC ID Nº 354 y 356. 

En otras realizaciones más, un anticuerpo neutralizante anti-VEGF-A comprende un dominio VL que comprende las 
CDR LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y HCDR3, en el que 
dicha serie de CDR de VL y VH tiene 3 o menos sustituciones de aminoácidos con relación a una segunda serie de 30 
CDR seleccionada entre el grupo que consiste en: (a) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 que tienen las secuencias de 
aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 23-35, los restos 51-57, y los restos 90-100 de la SEC ID Nº 
214; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los 
restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-110 de la SEC ID Nº 216; (b) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 que tienen las 
secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 23-35, los restos 51-57, y los restos 90-100 35 
de la SEC ID Nº 246; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, 
respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-102 de la SEC ID Nº 248; (c) LCDR1, LCDR2, 
y LCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 23-35, los restos 51-
57, y los restos 90-100 de la SEC ID Nº 274; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 que tienen las secuencias de 
aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-102 de la SEC ID Nº 40 
276; (d) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los 
restos 23-35, los restos 51-57, y los restos 90-100 de la SEC ID Nº 286; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 que tienen las 
secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-102 
de la SEC ID Nº 288; (e) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, 
respectivamente, en los restos 23-35, los restos 51-57, y los restos 90-100 de la SEC ID Nº 310; y HCDR1, HCDR2, 45 
y HCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-
66, y los restos 99-102 de la SEC ID Nº 312; (f) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 que tienen las secuencias de 
aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 23-35, los restos 51-57, y los restos 90-100 de la SEC ID Nº 
338; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los 
restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-102 de la SEC ID Nº 340; y (g) LCDR1, LCDR2, y LCDR3 que tienen 50 
las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 23-35, los restos 51-57, y los restos 90-
106 de la SEC ID Nº 354; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, 
respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-107 de la SEC ID Nº 356. En algunas 
realizaciones, el anticuerpo comprende ninguna, una, o dos sustituciones de aminoácidos en dicha serie de CDR. 

En ciertas realizaciones, un anticuerpo neutralizante anti-VEGF-A se une a un epítopo que comprende (a) uno o más 55 
aminoácidos incluidos dentro de una primera región polipeptídica de VEGF-A mostrada en los restos aminoacídicos 
42-52 de la SEC ID Nº 2 y (b) uno o más aminoácidos incluidos dentro de una segunda región polipeptídica de 
VEGF-A mostrada en los restos aminoacídicos 72-82 de la SEC ID Nº 2. Los anticuerpos anti-VEGF-A a modo de 
ejemplo que tienen esta especificidad de epítopo incluyen anticuerpos que comprenden dominios variables de 
cadena ligera y pesada que tienen secuencias de aminoácidos respectivas de VL y VH seleccionadas entre los 60 
siguientes pares de secuencias de VL/VH: SEC ID Nº 170 y 172; SEC ID Nº 242 y 244; SEC ID Nº 246 y 248; y SEC 
ID Nº 278 y 280. 

En ciertas realizaciones de un anticuerpo anti-VEGF-A que se une a un epítopo que comprende (a) y (b) como 
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anteriormente, el epítopo no comprende un aminoácido incluido dentro de una región polipeptídica de VEGF-A 
mostrada en los restos 90 a 132 de la SEC ID Nº 2 
(EGLECVPTEESNITMQIMRIKPHQGQHIGEMSFLQHNKCECRP). Un anticuerpo anti-VEGF-A a modo de ejemplo 
de esta clase comprende dominios variables de cadena ligera y pesada que tienen las secuencias de aminoácidos 
mostradas en las SEC ID Nº 246 y 248, respectivamente. 5 

En otras realizaciones de un anticuerpo anti-VEGF-A que se une a un epítopo que comprende (a) y (b) como 
anteriormente, el epítopo comprende adicionalmente (c) uno o más aminoácidos incluidos dentro de una tercera 
región polipeptídica de VEGF-A mostrada en los restos 98-114 de la SEC ID Nº 2. Anticuerpos anti-VEGF-A a modo 
de ejemplo de esta clase incluyen anticuerpos que comprenden dominios variables de cadena ligera y pesada que 
tienen secuencias de aminoácidos respectivas de VL y VH seleccionadas entre los siguientes pares de secuencias de 10 
VL/VH: SEC ID Nº 170 y 172; SEC ID Nº 242 y 244; y SEC ID Nº 278 y 280. 

En algunas realizaciones de un anticuerpo anti-VEGF-A que se une a un epítopo que comprende (a), (b), y (c) como 
anteriormente, el anticuerpo no se una a VEGF-A humano y de ratón con valores Kd dentro del factor 10 del otro. 
Anticuerpos anti-VEGF-A a modo de ejemplo de esta clase incluyen anticuerpos que comprenden dominios variables 
de cadena ligera y pesada que tienen secuencias de aminoácidos respectivas de VL y VH seleccionadas entre los 15 
siguientes pares de secuencias de VL/VH: SEC ID Nº 242 y 244; y SEC ID Nº 278 y 280. 

En ciertas realizaciones, un epítopo anti-VEGF-A como el anterior es un epítopo determinado por mapeado de 
epítopos en microserie de péptidos que comprende el uso de péptidos de 13 monómeros solapantes de VEGF-A 
(SEC ID Nº 2). 

En ciertas variaciones, un anticuerpo neutralizante anti-VEGF-A como los anteriores es un anticuerpo biespecífico 20 
que también se une a un dominio extracelular de PDGFRβ. En variaciones preferidas, el anticuerpo biespecífico 
neutraliza PDGFRβ. 

En algunas realizaciones, un anticuerpo neutralizante anti-PDGFRβ o anticuerpo neutralizante anti-VEGF-A como 
los anteriores, es un fragmento de anticuerpo que comprende una región de unión a antígeno. Los fragmentos 
adecuados de anticuerpo incluyen Fv, Fab, Fab', F(ab)2, F(ab')2, scFv, o diacuerpo. En algunas realizaciones 25 
preferidas, un anticuerpo anti-PDGFRβ o anti-VEGF-A es un scFv. En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-
PDGFRβ o anti-VEGF-A está PEGilado. 

En otro aspecto, la presente memoria descriptiva describe una composición de unión biespecífica que neutraliza 
tanto PDGFRβ como VEGF-A. Dichas composiciones de unión biespecíficas normalmente comprenden (a) un 
anticuerpo anti-PDGFRβ aislado como se ha descrito anteriormente y (b) un anticuerpo anti-VEGF-A aislado como 30 
se ha descrito anteriormente. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PDGFRβ y el anticuerpo anti-VEGF-A 
están unidos covalentemente mediante un enlazador. Enlazadores particularmente adecuados incluyen enlazadores 
polipeptídicos. En algunas variaciones, los anticuerpos anti-PDGFRβ y anti-VEGF-A son Fv de cadena sencilla 
unidos covalentemente para formar un Fv de cadena sencilla en tándem (tascFv) o un bi-Fv de cadena sencilla 
(biscFv). En algunas realizaciones, las composiciones de unión biespecíficas comprenden adicionalmente un 35 
vehículo farmacéuticamente aceptable. 

En un aspecto relacionado, la presente invención proporciona un anticuerpo biespecífico que neutraliza tanto 
PDGFRβ como VEGF-A, como se indica en las reivindicaciones. El anticuerpo biespecífico comprende (a) una 
región de unión a antígeno de un anticuerpo anti-PDGFRβ como se indica en las reivindicaciones y (b) una región de 
unión a antígeno de un anticuerpo anti-VEGF-A como se indica en las reivindicaciones. En ciertas realizaciones, el 40 
anticuerpo biespecífico comprende una región constante de cadena pesada de inmunoglobulina tal como, por 
ejemplo, un fragmento Fc. Fragmentos Fc adecuados incluyen regiones Fc modificadas para reducir o eliminar una o 
más funciones efectoras. En algunas variaciones preferidas, el anticuerpo biespecífico es un tascFv, un biscFv, o un 
biAb. En algunas realizaciones, un anticuerpo biespecífico está PEGilado. 

En algunas realizaciones, un anticuerpo biespecífico que neutraliza tanto PDGFRβ como VEGF-A incluye (I) una 45 
primera región de unión a antígeno que se une específicamente al dominio extracelular de PDGFRβ y neutraliza la 
actividad PDGFRβ, en el que la región de unión a PDGFRβ se une a un epítopo que comprende uno o más 
aminoácidos incluidos dentro de una región polipeptídica de PDGFRβ mostrada en los restos 251-270 de la SEC ID 
Nº 4, y que comprende opcionalmente uno o más aminoácidos incluidos dentro de una segunda región polipeptídica 
de PDGFRβ mostrada en los restos 196-205 de la SEC ID Nº 4; y (II) una segunda región de unión a antígeno que 50 
se une específicamente a VEGF-A y neutraliza la actividad VEGF-A, en el que la región de unión a VEGF-A se une a 
un epítopo que comprende (a) uno o más aminoácidos incluidos dentro de una primera región polipeptídica de 
VEGF-A mostrada en los restos 42-52 de la SEC ID Nº 2 y (b) uno o más aminoácidos incluidos dentro de una 
segunda región polipeptídica de VEGF-A mostrada en los restos 72-82 de la SEC ID Nº 2. En algunas de estas 
realizaciones, el epítopo anti-VEGF-A (i) no comprende un aminoácido incluido dentro de una región polipeptídica de 55 
VEGF-A mostrada en los restos 90 a 132 de la SEC ID Nº 2; o (ii) comprende adicionalmente uno o más 
aminoácidos incluidos dentro de una tercera región polipeptídica de VEGF-A mostrada en los restos 98-114 de la 
SEC ID Nº 2. 
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En variaciones particulares de un anticuerpo biespecífico como los anteriores, (I) la región de unión a PDGFRβ 
incluye un dominio VL (VL-PDGFR) que comprende las CDR LCDR1PDGFR, LCDR2PDGFR, y LCDR3PDGFR y un dominio VH 
(VH-PDGFR) que comprende las CDR HCDR1PDGFR, HCDR2PDGFR, y HCDR3PDGFR, en el que LCDR1 PDGFR tiene la 
secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 433; LCDR2PDGFR tiene la secuencia de aminoácidos mostrada 
en la SEC ID Nº 434; LCDR3PDGFR tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 435; HCDR1PDGFR 5 
tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 436; HCDR2PDGFR tiene la secuencia de aminoácidos 
mostrada en la SEC ID Nº 437; HCDR3PDGFR tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que 
consiste en las SEC ID Nº 438-442; y (II) la región de unión a VEGF-A incluye un dominio VL (VL-VEGF) que 
comprende las CDR LCDR1VEGF, LCDR2VEGF, y LCDR3VEGF y un dominio VH (VH-VEGF) que comprende las CDR 
HCDR1VEGF, HCDR2VEGF, y HCDR3VEGF, en el que (A) LCDR1VEGF tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la 10 
SEC ID Nº 448; LCDR2VEGF tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 449; LCDR3VEGF tiene la 
secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 450; HCDR1VEGF tiene la secuencia de aminoácidos mostrada 
en la SEC ID Nº 451; HCDR2VEGF tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 452; HCDR3VEGF 
tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 453-461; o (B) 
LCDR1VEGF tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 462; LCDR2VEGF tiene la secuencia de 15 
aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 463; LCDR3VEGF tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el 
grupo que consiste en las SEC ID Nº 464 y 465; HCDR1VEGF tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC 
ID Nº 466; HCDR2VEGF tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 467; HCDR3VEGF tiene una 
secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 468-470. En ciertas 
realizaciones, LCDR1PDGFR, LCDR2PDGFR, y LCDR3PDGFR tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, 20 
respectivamente, en los restos 24-40, los restos 56-62, y los restos 95-103 de la SEC ID Nº 46; y HCDR1PDGFR, 
HCDR2PDGFR, y HCDR3PDGFR tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-
35, los restos 50-66, y los restos 99-111 de la SEC ID Nº 48. En algunas realizaciones alternativas, LCDR1PDGFR, 
LCDR2PDGFR, y LCDR3PDGFR tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-40, 
los restos 56-62, y los restos 95-103 de la SEC ID Nº 6; y HCDR1PDGFR, HCDR2PDGFR, y HCDR3PDGFR tienen las 25 
secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en (a) los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-
110 de la SEC ID Nº 8, o (b) los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-110 de la SEC ID Nº 12. En 
variaciones más específicas, VL-PDGFR y VH-PDGFR comprenden las secuencias de aminoácidos mostradas en las SEC 
ID Nº 46 y 48, respectivamente; o, como alternativa, VL-PDGFR comprende la secuencia de aminoácidos mostrada en 
la SEC ID Nº 6, y VH-PDGFR comprende la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 8 o SEC ID Nº 12. 30 

En algunas realizaciones de un anticuerpo biespecífico como los anteriores, la región de unión a VEGF-A 
comprende las CDR expuestas en (II)(A). En variaciones particulares, (a) LCDR1VEGF, LCDR2VEGF, y LCDR3VEGF 
tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 24-34, los restos 50-56, y los 
restos 89-97 de la SEC ID Nº 242; y HCDR1VEGF, HCDR2VEGF, y HCDR3VEGF tienen las secuencias de aminoácidos 
mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-107 de la SEC ID Nº 244; o (b) 35 
LCDR1VEGF, LCDR2VEGF, y LCDR3VEGF tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los 
restos 24-34, los restos 50-56, y los restos 89-97 de la SEC ID Nº 278; y HCDR1VEGF, HCDR2VEGF, y HCDR3VEGF 
tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los 
restos 99-110 de la SEC ID Nº 280. En variaciones más específicas, VL-VEGF y VH-VEGF comprenden (a) las 
secuencias de aminoácidos mostradas en las SEC ID Nº 242 y 244, respectivamente, o (b) las secuencias de 40 
aminoácidos mostradas en las SEC ID Nº 278 y 280, respectivamente. 

En otras realizaciones de un anticuerpo biespecífico como los anteriores, la región de unión a VEGF-A comprende 
las CDR expuestas en (II)(B). En variaciones particulares, LCDR1VEGF, LCDR2VEGF, y LCDR3VEGF tienen las 
secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en los restos 23-35, los restos 51-57; y los restos 90-100 
de la SEC ID Nº 246; y HCDR1VEGF, HCDR2VEGF, y HCDR3VEGF tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, 45 
respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-102 de la SEC ID Nº 248. En variaciones más 
específicas, VL-VEGF comprende la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 246 y VH-VEGF comprende la 
secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 248. 

Anticuerpos biespecíficos adecuados como los anteriores incluyen aquellos en un formato bi-Fv de cadena sencilla 
(biscFv) o biAb. En algunas realizaciones preferidas, en que el anticuerpo biespecífico es un biscFv, el biscFv 50 
comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en (i) los restos aminoacídicos 
20-770 de la SEC ID Nº 624, y (ii) los restos aminoacídicos 20-773 de la SEC ID Nº 628, y (iii) los restos 
aminoacídicos 20-768 de la SEC ID Nº 626. En otras realizaciones preferidas, en que el anticuerpo biespecífico es 
un biAb, el biAb incluye una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende VL-PDGFR como su dominio VL y una 
cadena pesada de inmunoglobulina que comprende VH-PDGFR como su dominio VH, en el que la cadena pesada está 55 
fusionada en su extremo C-terminal con un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende VL-VEGF y VHVEGF para 
formar una fusión IgG-scFv. En variaciones específicas de dicho biAb, la cadena ligera de inmunoglobulina 
comprende la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 20-239 de la SEC ID Nº 537; y la fusión IgG-scFv 
comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en (i) los restos aminoacídicos 
20-729 de la SEC ID Nº 630, (ii) los restos aminoacídicos 20-732 de la SEC ID Nº 634, (iii) los restos aminoacídicos 60 
20-729 de la SEC ID Nº 636, (iv) los restos aminoacídicos 20-732 de la SEC ID Nº 640, (v) los restos aminoacídicos 
20-727 de la SEC ID Nº 632, y (vi) los restos aminoacídicos 20-727 de la SEC ID Nº 638. 
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En otro aspecto más, la presente memoria descriptiva describe una composición farmacéutica que comprende un 
anticuerpo descrito en el presente documento y un vehículo farmacéuticamente aceptable. En ciertas realizaciones, 
una composición farmacéutica comprende un anticuerpo neutralizante anti-PDGFRβ. En otras realizaciones, una 
composición farmacéutica comprende un anticuerpo neutralizante anti-VEGF-A. En ciertas variaciones preferidas, 
una composición farmacéutica comprende tanto un anticuerpo neutralizante de PDGFRβ como un anticuerpo 5 
neutralizante de VEGF-A. Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invención comprenden un 
anticuerpo biespecífico que se une y neutraliza tanto PDGFRβ como VEGF-A, como se define en las 
reivindicaciones. 

En otro aspecto, la presente memoria descriptiva describe un polinucleótido que codifica el dominio VL y/o VH de un 
anticuerpo descrito anteriormente. En algunas realizaciones, la presente invención proporciona un polinucleótido que 10 
codifica un anticuerpo biespecífico que se une y neutraliza tanto PDGFRβ como VEGF-A. La presente invención 
proporciona adicionalmente un vector de expresión que comprende un polinucleótido como se define en las 
reivindicaciones, así como una célula huésped que comprende dicho vector de expresión y que puede usarse en 
procedimientos para producir un anticuerpo de la presente invención. Dicho procedimiento para producir un 
anticuerpo de la invención normalmente comprende cultivar la célula huésped en condiciones en que se expresa el 15 
anticuerpo y aislar el anticuerpo de la célula huésped. 

En otro aspecto más, la presente memoria descriptiva describe un procedimiento para inhibir la angiogénesis en un 
sujeto mediante la administración de al menos uno de un antagonista de PDGFRβ y un antagonista de VEGF-A. En 
ciertas realizaciones, el procedimiento incluye administrar a un sujeto que tiene angiogénesis una cantidad eficaz de 
un anticuerpo anti-PDGFRβ como se ha descrito anteriormente, y opcionalmente comprende adicionalmente 20 
administrar al sujeto una cantidad eficaz de un antagonista de VEGF-A. En otras realizaciones, el procedimiento 
incluye administrar a un sujeto que tiene angiogénesis una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-VEGF-A como se 
ha descrito anteriormente, y opcionalmente comprende adicionalmente administrar al sujeto una cantidad eficaz de 
un antagonista de PDGFRβ. En ciertas realizaciones preferidas, el procedimiento incluye administrar a un sujeto que 
tiene angiogénesis una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-PDGFRβ y una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-25 
VEGF-A. Cuando el procedimiento incluye la administración tanto de un antagonista de PDGFR como de un 
antagonista de VEGF-A, el antagonista de PDGFRβ y el antagonista de VEGF-A pueden administrarse, por ejemplo, 
por separado o simultáneamente. En algunas variaciones, la administración del antagonista de PDGFRβ y el 
antagonista de VEGF-A comprende administrar una composición de unión biespecífica que comprende tanto un 
anticuerpo neutralizante anti-PDGFRβ como un anticuerpo neutralizante anti-VEGF-A. En otras variaciones, la 30 
administración del antagonista de PDGFRβ y el antagonista de VEGF-A comprende administrar un anticuerpo 
biespecífico que se une a y neutraliza tanto PDGFRβ como VEGF-A. 

En un aspecto relacionado, la presente memoria descriptiva describe un procedimiento para tratar un trastorno 
neovascular en un sujeto mediante la administración de al menos uno de un antagonista de PDGFRβ y un 
antagonista de VEGF-A. En ciertas realizaciones, el procedimiento incluye administrar a un sujeto que tiene un 35 
trastorno neovascular una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-PDGFRβ como se ha descrito anteriormente, y 
opcionalmente comprende adicionalmente administrar al sujeto una cantidad eficaz de un antagonista de VEGF-A. 
En otras realizaciones, el procedimiento incluye administrar a un sujeto que tiene un trastorno neovascular una 
cantidad eficaz de un anticuerpo anti-VEGF-A como se ha descrito anteriormente, y opcionalmente comprende 
adicionalmente administrar al sujeto una cantidad eficaz de un antagonista de PDGFRβ. En ciertas realizaciones 40 
preferidas, el procedimiento incluye administrar a un sujeto que tiene un trastorno neovascular una cantidad eficaz 
de un anticuerpo anti-PDGFRβ y una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-VEGF-A. Cuando el procedimiento 
incluye la administración tanto de un antagonista de PDGFR como de un antagonista de VEGF-A, el antagonista de 
PDGFR y el antagonista de VEGF-A pueden administrarse, por ejemplo, por separado o simultáneamente. En 
algunas variaciones, la administración del antagonista de PDGFRβ y el antagonista de VEGF-A comprende 45 
administrar una composición de unión biespecífica que comprende tanto un anticuerpo neutralizante anti-PDGFRβ 
como un anticuerpo neutralizante anti-VEGF-A. En la presente invención, el anticuerpo biespecífico se une a y 
neutraliza tanto PDGFRβ como VEGF-A, como se define en las reivindicaciones. 

En algunas realizaciones para tratar un trastorno neovascular, el trastorno neovascular es un cáncer caracterizado 
por crecimiento de tumor sólido. En algunas variaciones específicas, el cáncer es un cáncer pancreático, carcinoma 50 
de células renales (RCC), cáncer colorrectal, cáncer pulmonar no microcítico (NSCLC), tumor estromático 
gastrointestinal (GIST), o glioblastoma. 

En otras realizaciones para tratar un trastorno neovascular, el trastorno neovascular es un trastorno ocular 
neovascular. En variaciones específicas, el trastorno ocular neovascular es degeneración macular relacionada con la 
edad, retinopatía diabética, neovascularización del iris, glaucoma neovascular, o vitrorretinopatía proliferativa. 55 

La invención definida en las reivindicaciones llegará a ser evidente tras la referencia a la siguiente descripción 
detallada de la invención y los dibujos adjuntos. 
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DEFINICIONES 

Salvo que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y científicos usados en el presente documento 
tienen el mismo significado que el habitualmente comprendido por un especialista en la técnica correspondiente a 
los procedimientos y composiciones descritos. Como se usa en el presente documento, los siguientes términos y 
expresiones tienen los significados atribuidos a los mismos salvo que se especifique de otro modo. 5 

Un "polipéptido" es un polímero de restos aminoacídicos unido por enlaces peptídicos, ya sea producido de forma 
natural o sintéticamente. Los polipéptidos de menos de aproximadamente 10 restos aminoacídicos se mencionan 
habitualmente como "péptidos". 

Una "proteína" es una macromolécula que comprende una o más cadenas polipeptídicas. Una proteína también 
puede comprender componentes no peptídicos, tales como grupos carbohidrato. Los carbohidratos y otros 10 
sustituyentes no peptídicos pueden añadirse a una proteína mediante la célula en que se produce la proteína, y 
variarán con el tipo de célula. Las proteínas se definen en el presente documento en términos de sus estructuras 
troncales de aminoácidos; sustituyentes tales como grupos carbohidrato generalmente no se especifican, pero no 
obstante pueden estar presentes. 

Las expresiones "amino-terminal" y "carboxilo-terminal" se usan en el presente documento para indicar posiciones 15 
dentro de los polipéptidos. Ciando el contexto lo permite, estas expresiones se usan con referencia a una secuencia 
o parte particular de un polipéptido para indiciar proximidad o posición relativa. Por ejemplo, una cierta secuencia 
posicionada de forma carboxilo-terminal a una secuencia de referencia dentro de un polipéptido se localiza proximal 
al extremo carboxilo de la secuencia de referencia, pero no está necesariamente en el extremo carboxilo del 
polipéptido completo. 20 

Como se usa en el presente documento, "ácido nucleico" o "molécula de ácido nucleico" se refiere a polinucleótidos, 
tales como ácido desoxirribonucleico (ADN) o ácido ribonucleico (ARN), oligonucleótidos, fragmentos generados por 
la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), y fragmentos generados por cualquiera de ligamiento, escisión, 
acción de endonucleasa, y acción de exonucleasa. Las moléculas de ácido nucleico pueden estar compuestas por 
monómeros que son nucleótidos de origen natural (tal como ADN y ARN), o análogos de nucleótidos de origen 25 
natural (por ejemplo, formas α-enantioméricas de nucleótidos de origen natural), o una combinación de ambos. Los 
nucleótidos modificados pueden tener alteraciones en restos de azúcar y/o en restos de bases de pirimidina o 
purina. Las modificaciones de azúcar incluyen, por ejemplo, remplazo de uno o más grupos hidroxilo con halógenos, 
grupos alquilo, aminas, y grupos azido, o los azúcares pueden funcionalizarse como éteres o ésteres. Además, el 
resto de azúcar completo puede remplazarse con estructuras estérica y electrónicamente similares, tales como aza-30 
azúcares y análogos carbocíclicos de azúcar. Ejemplos de modificaciones en un resto básico incluyen purinas y 
pirimidinas alquiladas, purinas o pirimidinas aciladas, u otros sustitutos heterocíclicos bien conocidos. Los 
monómeros de ácido nucleico pueden unirse por enlaces fosfodiéster o análogos de dichos enlaces. Los análogos 
de enlaces fosfodiéster incluyen fosforotioato, fosforoditioato, fosforoselenoato, fosforodiselenoato, 
fosforoanilotioato, fosforanilidato, fosforamidato, y similares. La expresión "molécula de ácido nucleico" también 35 
incluye los llamados "ácidos péptido nucleicos", que comprenden bases de ácido nucleico de origen natural o 
modificadas unidas a una estructura poliamida. Los ácidos nucleicos pueden ser monocatenarios o bicatenarios.  

Como se usa en el presente documento, el término "antagonista" se refiere a un compuesto que reduce la actividad 
de otro compuesto en un entorno biológico. Por tanto, un antagonista de VEGF-A es un compuesto que reduce la 
actividad biológica de VEGF-A, y un antagonista de PDGFRβ es un compuesto que reduce la actividad biológica de 40 
PDGFRβ. Como las actividades tanto de VEGF-A como de PDGFRβ son dependientes de las interacciones de 
múltiples moléculas (incluyendo ligando, receptor, y transductores de señales), los antagonistas pueden reducir la 
actividad actuando directamente sobre VEGF-A o PDGFRβ, o actuando sobre otra molécula en la vía biológica afín. 
Por ejemplo, un antagonista de PDGFRβ puede reducir la actividad PDGFRβ, por ejemplo, uniéndose al propio 
receptor, uniéndose a uno de sus ligandos, impidiendo la dimerización del receptor, o impidiendo la fosforilación del 45 
receptor. Los antagonistas incluyen, sin limitación, anticuerpos, receptores solubles, y compuestos no proteicos que 
se unen a un ligando o su receptor, o interfieren de otro modo con las interacciones ligando-receptor y/u otras 
funciones del receptor. 

El término "anticuerpo" se usa en el presente documento para indicar proteínas producidas por el organismo en 
respuesta a la presencia de un antígeno y que se unen al antígeno, así como fragmentos de unión a antígeno y 50 
variantes modificadas por ingeniería de los mismos. Por tanto, los términos "anticuerpo" y "anticuerpos", incluyen 
anticuerpos policlonales, anticuerpos policlonales purificados por afinidad, anticuerpos monoclonales, y fragmentos 
de anticuerpo de unión a antígeno, tales como fragmentos F(ab')2 y Fab. También se incluyen anticuerpos intactos y 
fragmentos modificados por ingeniería genética, tales como anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, 
fragmentos Fv de cadena sencilla, anticuerpos de cadena sencilla, diacuerpos, minicuerpos, anticuerpos lineales, 55 
anticuerpos híbridos multivalentes o multiespecíficos, y similares. Por tanto, el término "anticuerpo" se usa de forma 
expansiva para incluir cualquier proteína que comprenda un sitio de unión a antígeno de un anticuerpo y sea capaz 
de unirse a su antígeno. 
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La expresión "anticuerpos modificados por ingeniería genética" significa anticuerpos en los que la secuencia de 
aminoácidos se ha variado a partir de la de un anticuerpo nativo. A causa de la relevancia de las técnicas de ADN 
recombinante en la generación de anticuerpos, no es necesario limitarse a las secuencias de aminoácidos halladas 
en anticuerpos naturales; los anticuerpos pueden rediseñarse para obtener características deseadas. Las posibles 
variaciones son muchas y varían desde el cambio de solamente uno o unos pocos aminoácidos hasta el rediseño 5 
completo de, por ejemplo, la región variable o constante. Los cambios en la región constante, en general, se harán 
para mejorar o alterar características, tales como la fijación del complemento, la interacción con células y otras 
funciones efectoras. Normalmente, los cambios en la región variable se harán para mejorar las características de 
unión al antígeno, mejorar la estabilidad de la región variable, o reducir el riesgo de inmunogenicidad. 

Un "sitio de unión a antígeno de un anticuerpo" es esa parte de un anticuerpo que se suficiente para unirse a su 10 
antígeno. El mínimo de dicha región es normalmente un dominio variable o una variante modificada por ingeniería 
genética del mismo. Pueden generarse sitios de unión de un único dominio a partir de anticuerpos de camélidos 
(véase Muyldermans y Lauwereys, J. Mol. Recog. 12:131-140, 1999; Nguyen y col., EMBO J. 19:921-930, 2000) o a 
partir de dominios VH de otras especies para producir anticuerpos de un único dominio ("dAb"; véase Ward y col., 
Nature 341:544-546, 1989; patente de Estados Unidos Nº 6.248.516 de Winter y col.). En ciertas variaciones, un sitio 15 
de unión a antígeno es una región polipeptídica que tiene solamente 2 regiones determinantes de 
complementariedad (CDR) de un dominio variable de cadena pesada o dominio variable de cadena ligera de origen 
natural o no natural (por ejemplo, mutagenizado), o combinación de los mismos (véase, por ejemplo, Pessi y col., 
Nature 362:367-369, 1993; Qiu y col., Nature Biotechnol. 25:921-929, 2007). Más habitualmente, un sitio de unión a 
antígeno de un anticuerpo comprende tanto un dominio variable de cadena pesada como un dominio variable de 20 
cadena ligera que se unen a un epítopo común. Dentro de la presente invención, una molécula que "comprende un 
sitio de unión a antígeno de un anticuerpo" puede comprender adicionalmente uno o más de un segundo sitio de 
unión a antígeno de un anticuerpo (que puede unirse al mismo epítopo o uno diferente o al mismo antígeno o uno 
diferente), un enlazador peptídico, un dominio constante de inmunoglobulina, una bisagra de inmunoglobulina, una 
hélice anfipática (véase, Pack y Pluckthun, Biochem. 31:1579-1584, 1992), un enlazador no peptídico, un 25 
oligonucleótido (véase Chaudri y col., FEBS Letters 450:23-26, 1999), y similares, y puede ser una proteína 
monomérica o multimérica. Ejemplos de moléculas que comprenden un sitio de unión a antígeno de un anticuerpo 
son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, fragmentos Fv, fragmentos Fv de cadena sencilla (scFv), 
fragmentos Fab, diacuerpos, minicuerpos, fusiones Fab-scFv, (scFv)4-IgG biespecíficos, y (scFv)2-Fab biespecíficos. 
(Véase, por ejemplo, Hu y col., Cancer Res. 56:3055-3061, 1996; Atwell y col., Molecular Immunology 33:1301-1312, 30 
1996; Carter y Merchant, Curr. Opin. Biotechnol. 8:449-454, 1997; Zuo y col., Protein Engineering 13:361-367, 2000; 
y Lu y col., J. Immunol. Methods 267:213-226, 2002.) 

Como se usa en el presente documento, el término "inmunoglobulina" se refiere a una proteína que consta de uno o 
más polipéptidos sustancialmente codificados por el gen o genes de inmunoglobulina. Una forma de 
inmunoglobulina constituye la unidad estructural básica de un anticuerpo. Esta forma es un tetrámero y consta de 35 
dos pares idénticos de cadenas de inmunoglobulina, teniendo cada par una cadena ligera y una pesada. En cada 
par, las regiones variables de cadena ligera y pesada juntas son responsables de la unión a un antígeno, y las 
regiones constantes son responsables de las funciones efectoras del anticuerpo. Las inmunoglobulinas normalmente 
funcionan como anticuerpos en un organismo vertebrado. Se han identificado cinco clases de proteínas 
inmunoglobulina (IgG, IgA, IgM, IgD, e IgE) en vertebrados superiores. La IgG comprende la clase principal; 40 
normalmente existe como la segunda proteína más abundante hallada en plasma. En seres humanos, la IgG consta 
de cuatro subclases, denominadas IgG 1, IgG2, IgG3, e IgG4. Las regiones constantes de cadena pesada de la 
clase IgG se identifican con el símbolo griego γ. Por ejemplo, las inmunoglobulinas de la subclase IgG1 contienen 
una región constante de cadena pesada γI. Cada cadena pesada de inmunoglobulina posee una región constante 
que consta de dominios proteicos de región constante (CH1, bisagra, CH2, y CH3; IgG3 también contiene un dominio 45 
CH4) que son esencialmente invariables para una subclase dada en una especie. Las secuencias de ADN que 
codifican cadenas de inmunoglobulina humanas y no humanas son conocidas en la técnica. (Véase, por ejemplo, 
Ellison y col., DNA 1:11-18, 1981; Ellison y col., Nucleic Acids Res. 10:4071-4079, 1982; Kenten y col., Proc. Natl. 
Acad Sci. USA 79:6661-6665, 1982; Seno y col., Nuc. Acids Res. 11:719-726, 1983; Riechmann y col., Nature 
332:323-327, 1988; Amster y col., Nuc. Acids Res. 8:2055-2065, 1980; Rusconi y Kohler, Nature 314:330-334, 1985; 50 
Boss y col., Nuc. Acids Res. 12:3791-3806, 1984; Bothwell y col., Nature 298:380-382, 1982; van der Loo y col., 
Immunogenetics 42:333-341, 1995; Karlin y col., J. Mol. Evol. 22:195-208, 1985; Kindsvogel y col., DNA 1:335-343, 
1982; Breiner y col., Gene 18:165-174, 1982; Kondo y col., Eur. J. Immunol. 23:245-249, 1993; y Nº de acceso a 
GenBank J00228.) Para una revisión de la estructura y función de las inmunoglobulinas véase Putnam, The Plasma 
Proteins, Vol V, Academic Press, Inc., 49-140, 1987; y Padlan, Mol. Immunol. 31:169-217, 1994. El término 55 
"inmunoglobulina" se usa en el presente documento por su significado común, indicando un anticuerpo intacto, sus 
cadenas componentes, o fragmentos de cadenas, dependiendo del contexto. 

Las "cadenas ligeras" de inmunoglobulina de longitud completa (aproximadamente 25 Kd o 214 aminoácidos) se 
codifican por un gen de región variable en el extremo NH2 (que codifica aproximadamente 110 aminoácidos) y por un 
gen de región constante kappa o lambda en el extremo COOH. Las "cadenas pesadas" de inmunoglobulina de 60 
longitud completa (aproximadamente 50 Kd o 446 aminoácidos) se codifican por un gen de región variable (que 
codifica aproximadamente 116 aminoácidos) y un gen de región constante gamma, mu, alfa, delta, o épsilon (que 
codifica aproximadamente 330 aminoácidos), definiendo éste último el isotipo del anticuerpo como IgG, IgM, IgA, 
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IgD, o IgE, respectivamente. Dentro de las cadenas ligera y pesada, las regiones variable y constante están unidas 
por una región "J" de aproximadamente 12 o más aminoácidos, incluyendo además cadena pesada una región "D" 
de aproximadamente 10 o más aminoácidos. (Véase en líneas generales Fundamental Immunology (Paul, ed., 
Raven Press, N.Y., 2ª ed. 1989, Cap. 7.) 

Un fragmento "Fv" de inmunoglobulina contiene un dominio variable de cadena pesada (VH) y un dominio variable de 5 
cadena ligera (VL), que se mantienen juntos por interacciones no covalentes. Un fragmento Fv de inmunoglobulina 
por tanto contiene un único sitio de unión a antígeno. La estructura dimérica de un fragmento Fv puede estabilizarse 
adicionalmente mediante la introducción de un enlace disulfuro mediante mutagénesis. (Véase Almog y col., Proteins 
31:128-138, 1998.) 

Como se usa en el presente documento, las expresiones "Fv de cadena sencilla" y "anticuerpo de cadena sencilla" 10 
se refieren a fragmentos de anticuerpo que comprenden, dentro de una única cadena polipeptídica, las regiones 
variables tanto de la cadena pesada como de la ligera, pero carecen de regiones constantes. En general, un 
anticuerpo de cadena sencilla comprende adicionalmente un enlazador polipeptídico entre los dominios VH y VL, que 
le posibilita formar la estructura deseada que permite la unión al antígeno. Los anticuerpos de cadena sencilla se 
analizan en detalle por, por ejemplo, Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113 (Rosenburg 15 
y Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, 1994), pág. 269-315. (Véase también, la publicación WIPO WO 
88/01649; las patentes de Estados Unidos Nº 4.946.778 y 5.260.203; Bird y col., Science 242:423-426, 1988.) Los 
anticuerpos de cadena sencilla también pueden ser bi-específicos y/o humanizados. 

Un "fragmento Fab" contiene una cadena ligera y las regiones CH1 y variable de una cadena pesada. La cadena 
pesada de un fragmento Fab no puede formar un enlace disulfuro con otra molécula de cadena pesada. 20 

Un "fragmento Fab'" contiene una cadena ligera y una cadena pesada que contiene más de la región constante, 
entre los dominios CH1 y CH2, de modo que puede formarse el enlace disulfuro intercatenario entre dos cadenas 
pesadas para formar una molécula F(ab')2. 

Un "fragmento F(ab')2" contiene dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que contienen una parte de la región 
constante entre los dominios CH1 y CH2, de modo que se forma un enlace disulfuro intercatenario entre dos cadenas 25 
pesadas. 

Un "fragmento Fc" (o dominio Fc) de inmunoglobulina es la parte de un anticuerpo que es responsable de la unión a 
receptores de anticuerpo en células y el componente C1q del complemento. Fc significa "fragmento cristalino"; el 
fragmento de un anticuerpo que formará fácilmente un cristal de proteína. Distintos fragmentos de proteína, que se 
describieron originalmente por digestión proteolítica, pueden definir la estructura general global de una proteína 30 
inmunoglobulina. Como se definió originalmente en la bibliografía, el fragmento Fc consta de las regiones bisagra de 
cadena pesada ligadas por disulfuro, los dominios CH2, y CH3. Sin embargo, más recientemente el término se ha 
aplicado a una cadena sencilla que consta de CH3, CH2, y al menos una parte de la bisagra suficiente para formar un 
dímero ligado por disulfuro con una segunda cadena de este tipo. Para una revisión de la estructura y función de la 
inmunoglobulina, véase Putnam, The Plasma Proteins, Vol. V (Academic Press, Inc., 1987), pág. 49-140; y Padlan, 35 
Mol. Immunol. 31:169-217, 1994. Como se usa en el presente documento, el término Fc incluye variantes de 
secuencias de origen natural. 

Una región variable de cadena ligera o pesada de inmunoglobulina consta de una región "flanqueante" interrumpida 
por tres regiones hipervariables. Por tanto, la expresión "región hipervariable" se refiere a los restos aminoacídicos 
de un anticuerpo que son responsables de la unión al antígeno. La región hipervariable comprende restos 40 
aminoacídicos de una "región determinante de complementariedad" o "CDR" (por ejemplo, en seres humanos, los 
restos 24-34 (L1), 50-56 (L2), y 89-97 (L3) en el dominio variable de cadena ligera y los restos 31-35 (H1), 50-65 
(H2) y 95-102 (H3) en el dominio variable de cadena pesada (números de la secuencia de aminoácidos basados en 
el índice EU; véase Kabat y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5ª Ed. Public Health Service, 
National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)) y/o aquellos restos de un "bucle hipervariable" (en seres 45 
humanos, los restos 26-32 (L1), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en el dominio variable de cadena ligera y 26-32 (H1), 53-55 
(H2) y 96-101 (H3) en el dominio variable de cadena pesada; Chotia y Lesk, J. Mol. Biol. 196: 901-917, 1987) 
(ambos cuales se incorporan en el presente documento por referencia). Los restos de la "región flanqueante" o "FR" 
son aquellos restos del dominio variable diferentes de los restos de la región hipervariable definidos en el presente 
documento. Las secuencias de las regiones flanqueantes de diferentes cadenas ligeras y pesadas están 50 
relativamente conservadas dentro de una especie. Por tanto, una "región flanqueante humana" es una región 
flanqueante que es sustancialmente idéntica (aproximadamente un 85 % o más, habitualmente un 90-95 % o más) a 
la región flanqueante de una inmunoglobulina humana de origen natural. La región flanqueante de un anticuerpo, es 
decir, las regiones flanqueantes combinadas de las cadenas ligera y pesada constituyentes, sirve para posicionar y 
alinear las CDR. Las CDR son principalmente responsables de la unión a un epítopo de un antígeno. Las CDR L1, 55 
L2, y L3 del dominio VL también se mencionan en el presente documento, respectivamente, como LCDR1, LCDR2, y 
LCDR3; las CDR H1, H2, y H3 del dominio VH también se mencionan en el presente documento, respectivamente, 
como HCDR1, HCDR2, y HCDR3. 
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Los "anticuerpos quiméricos" son anticuerpos cuyos genes de cadena ligera y pesada se han construido, 
normalmente, por ingeniería genética, a partir de genes de región variable y constante de inmunoglobulina que 
pertenecen a diferentes especies. Por ejemplo, los segmentos variables de los genes de un anticuerpo monoclonal 
de ratón pueden unirse a segmentos que codifican la región constante humana (por ejemplo, los genes de cadena 
pesada gamma 1 o gamma 3 humana, y los genes de cadena ligera kappa humana). Un anticuerpo quimérico 5 
terapéutico es, por tanto, una proteína híbrida, normalmente compuesta por los dominios variables o de unión a 
antígeno de un anticuerpo de ratón y los dominios constantes de un anticuerpo humano, aunque pueden usarse 
otras especies de mamífero. Específicamente, un anticuerpo quimérico se produce por tecnología de ADN 
recombinante en que todo o parte de la región bisagra y constante de una cadena ligera de inmunoglobulina, cadena 
pesada, o ambas, se ha sustituido por las regiones correspondientes de cadena ligera o cadena pesada de 10 
inmunoglobulina de otro animal. De este modo, la parte de unión a antígeno del anticuerpo monoclonal precursor se 
injerta en la estructura del anticuerpo de otra especie. Los anticuerpos quiméricos opcionalmente pueden 
"envolverse" con una superficie tipo humana por remplazo de los restos expuestos, cuyo resultado es un "anticuerpo 
estratificado". 

Como se usa en el presente documento, la expresión "anticuerpo humano" incluye un anticuerpo que tiene una 15 
secuencia de aminoácidos de una inmunoglobulina humana e incluye anticuerpos aislados de bibliotecas de 
inmunoglobulinas humanas o de animales transgénicos para uno o más genes de inmunoglobulina humana y que no 
expresan inmunoglobulinas endógenas, como se describe, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos Nº 
5.939.598 de Kucherlapati y col. 

La expresión "inmunoglobulina humanizada" se refiere a una inmunoglobulina que comprende una región 20 
flanqueante humana y una o más CDR de una inmunoglobulina no humana (por ejemplo, un ratón o rata). La 
inmunoglobulina no humana que proporciona las CDR se llama "donante" y la inmunoglobulina humana que 
proporciona la región flanqueante se llama "aceptora". Las regiones constantes no necesitan estar presentes, pero si 
lo están, deben ser sustancialmente idénticas a las regiones constantes de inmunoglobulina humana, es decir, al 
menos aproximadamente un 85-90 %, preferentemente aproximadamente un 95 % o más idénticas. Por tanto, todas 25 
las partes de una inmunoglobulina humanizada, excepto posiblemente las CDR, son sustancialmente idénticas a las 
partes correspondientes de secuencias naturales de inmunoglobulina humana. En algunos casos, los anticuerpos 
humanizados puede retener restos no humanos dentro de los dominios flanqueantes de la región variable humana 
para potenciar las apropiadas características de unión (por ejemplo, pueden ser necesarias mutaciones en las 
regiones flanqueantes para conservar la afinidad de unión cuando se humaniza un anticuerpo). Un "anticuerpo 30 
humanizado" es un anticuerpo que comprende una inmunoglobulina de cadena ligera humanizada y una cadena 
pesada humanizada. Por ejemplo, un anticuerpo humanizado no abarcaría un anticuerpo quimérico típico definido 
anteriormente porque, por ejemplo, la región variable completa de un anticuerpo quimérico es no humana. 

Un anticuerpo "biespecífico" o "bifuncional" es un anticuerpo híbrido que tiene dos diferentes pares de cadena 
pesada/ligera y dos sitios diferentes de unión. Los anticuerpos biespecíficos pueden producirse mediante diversos 35 
procedimientos incluyendo, aunque sin limitación, fusión de hibridomas o ligamiento de fragmentos Fab'. Véase, por 
ejemplo, Songsivilai y Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79:315-321, 1990; Kostelny y col., J. Immunol. 148:1547-1553, 
1992. 

Un "anticuerpo bivalente" diferente a un anticuerpo "multiespecífico" o "multifuncional", en ciertas realizaciones, es 
un anticuerpo que comprende dos sitios de unión que tienen idéntica especificidad antigénica. 40 

El término "diacuerpos" se refiere pequeños fragmentos de anticuerpo con dos sitios de unión a antígeno, 
comprendiendo dichos fragmentos un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de 
cadena ligera (VL) en la misma cadena polipeptídica (VH-VL). Usando un enlazador que es demasiado corto para 
permitir el apareamiento entre los dos dominios en la misma cadena, se fuerza a que los dominios apareen con los 
dominios complementarios de otra cadena y creen dos sitios de unión a antígeno. Los diacuerpos se describen más 45 
completamente en, por ejemplo, el documento EP 404,097; el documento WO 93/11161; y Hollinger y col., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448, 1993. 

El término "minicuerpo" se refiere en el presente documento a un polipéptido que codifica solamente 2 regiones 
determinantes de complementariedad (CDR) de un dominio variable de cadena pesada o dominio variable de 
cadena ligera de origen natural o no natural (por ejemplo, mutagenizado), o combinación de los mismos. Ejemplos 50 
de minicuerpos se describen por, por ejemplo, Pessi y col., Nature 362:367-369, 1993; y Qiu y col., Nature 
Biotechnol. 25:921-929, 2007. 

La expresión "anticuerpos lineales" se refiere a los anticuerpos descritos en Zapata y col., Protein Eng. 8:1057-1062, 
1995. En resumen, estos anticuerpos comprenden un par de segmentos Fd en tándem (VH-CHI-VH-CHI) que forman 
un par de regiones de unión a antígeno. Los anticuerpos lineales pueden ser biespecíficos o monoespecíficos. 55 

La expresión "anticuerpo monoclonal" como se usa en el presente documento no se limita a anticuerpos producidos 
a través de tecnología de hibridoma. La expresión "anticuerpo monoclonal" se refiere a un anticuerpo que se obtiene 
de un único clon, incluyendo cualquier clon eucariota, procariota, o fago, y no al procedimiento por el cual se 
produce. 
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La expresión "anticuerpo precursor" como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo que está 
codificado por una secuencia de aminoácidos usada para la preparación de la variante. Preferentemente, el 
anticuerpo precursor tiene una región flanqueante humana y, si está presente, tiene la región o regiones constantes 
de anticuerpo humano. Por ejemplo, el anticuerpo precursor puede ser un anticuerpo humanizado o humano. 

Un anticuerpo anti-PDGFRβ o anti-VEGF-A "variante", se refiere en el presente documento a una molécula que 5 
difiere en secuencia de aminoácidos de una secuencia de aminoácidos del anticuerpo anti-PDGFRβ o anti-VEGF-A 
"precursor" en virtud de adición, deleción y/o sustitución de uno o más restos aminoacídicos en la secuencia del 
anticuerpo precursor. En la realización preferida, la variante comprende una o más sustituciones de aminoácido en 
una o más regiones hipervariables del anticuerpo precursor. Por ejemplo, la variante puede comprender al menos 
una, por ejemplo, de aproximadamente una a aproximadamente diez, y preferentemente de aproximadamente dos a 10 
aproximadamente cinco, sustituciones en una o más regiones hipervariables del anticuerpo precursor. Normalmente, 
la variante tendrá una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 75 % de identidad de secuencia de 
aminoácidos con las secuencias de dominio variable de cadena pesada o ligera del anticuerpo precursor, más 
preferentemente al menos un 80 %, más preferentemente al menos un 85 %, más preferentemente al menos un 90 
%, y mucho más preferentemente al menos un 95 %. La identidad u homología con respecto a esta secuencia se 15 
define en el presente documento como el porcentaje de restos aminoacídicos en la secuencia candidata que son 
idénticos a los restos del anticuerpo precursor, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si fuera 
necesario, para conseguir el máximo porcentaje de identidad de secuencia. Se entenderá que ninguna extensión, 
deleción o inserción N-terminal, C-terminal, o interna en la secuencia del anticuerpo afecta a la identidad u 
homología de secuencia. La variante retiene la capacidad de unirse a PDGFRβ o VEGF-A humano y 20 
preferentemente tiene propiedades que son superiores a las del anticuerpo precursor. Por ejemplo, la variante puede 
tener una afinidad de unión más fuerte, capacidad potenciada para inhibir la actividad biológica inducida por 
PDGFRβ o inducida por VEGF-A (por ejemplo, angiogénesis). Para analizar dichas propiedades, debe compararse 
una forma Fab de la variante con una forma Fab del anticuerpo precursor o una forma de longitud completa de la 
variante con una forma de longitud completa del anticuerpo precursor, por ejemplo, ya que se ha descubierto que el 25 
formato de un anticuerpo anti-PDGFRβ o anti-VEGF-A afecta a su actividad en los ensayos de actividad biológica 
desvelados en el presente documento. El anticuerpo variante de particular interés en el presente documento es uno 
que presenta una potenciación de aproximadamente al menos 3 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, o 50 veces, en 
la actividad biológica en comparación con el anticuerpo precursor. 

El término "epítopo" incluye cualquier determinante proteico con capacidad de unión específica a una 30 
inmunoglobulina o receptor de linfocito T. Los determinantes epitópicos habitualmente constan de agrupaciones 
superficiales químicamente activas de moléculas tales como aminoácidos o cadenas laterales de azúcar y 
habitualmente tienen características estructurales tridimensionales específicas, así como características de carga 
específicas. Más específicamente, la expresión "epítopo de PDGFRβ" o "epítopo de VEGF-A" como se usa en el 
presente documento se refiere a una parte del polipéptido PDGFRβ o VEGF-A que tiene actividad antigénica o 35 
inmunogénica en un animal, preferentemente en un mamífero, y mucho más preferentemente en un ratón o un ser 
humano. Un epítopo que tiene actividad inmunogénica es una parte de un polipéptido PDGFRβ o VEGF-A que 
provoca una respuesta de anticuerpos en un animal. Un epítopo que tiene actividad antigénica es una parte de un 
polipéptido PDGFRβ o VEGF-A a la cual se une inmunoespecíficamente un anticuerpo que se determina por 
cualquier procedimiento bien conocido en la técnica, por ejemplo, por inmunoensayos. Los epítopos antigénicos no 40 
necesariamente tienen que ser inmunogénicos. 

Un "vector de clonación" es una molécula de ácido nucleico, tal como un plásmido, cósmido, o bacteriófago, que 
tiene la capacidad de replicarse de forma autónoma en una célula huésped. Los vectores de clonación normalmente 
contienen uno o una cantidad pequeña de sitios de reconocimiento por endonucleasas de restricción que permiten la 
inserción de una molécula de ácido nucleico de un modo determinable sin pérdida de una función biológica esencial 45 
del vector, así como secuencias de nucleótidos que codifican un gen marcador que es adecuado para su uso en la 
identificación y selección de células transformadas con el vector de clonación. Los genes marcadores normalmente 
incluyen genes que proporcionan resistencia a tetraciclina o resistencia a ampicilina. 

El término "expresión" se refiere a la biosíntesis de un producto codificado por un ácido nucleico. Por ejemplo, en el 
caso de un segmento de ácido nucleico que codifica un polipéptido de interés, la expresión implica la transcripción 50 
del segmento de ácido nucleico en ARNm y la traducción del ARNm en uno o más polipéptidos. 

Las expresiones "unidad de expresión" y "casete de expresión" se usan de forma intercambiable en el presente 
documento e indican un segmento de ácido nucleico que codifica un polipéptido de interés y capaz de proporcionar 
la expresión del segmento de ácido nucleico en una célula huésped. Una unidad de expresión normalmente 
comprende un promotor de transcripición, una fase de lectura abierta que codifica el polipéptido de interés, y un 55 
terminador de la transcripción, todos en configuración funcional. Además de un promotor y terminador de la 
transcripción, una unidad de expresión puede incluir adicionalmente otros segmentos de ácido nucleico tales como, 
por ejemplo, un potenciador o una señal de poliadenilación. 

La expresión "vector de expresión", como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de ácido 
nucleico, lineal o circular, que comprende una o más unidades de expresión. Además de una o más unidades de 60 
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expresión, un vector de expresión también puede incluir segmentos adicionales de ácido nucleico tales como, por 
ejemplo, uno o más orígenes de replicación o uno o más marcadores de selección. Los vectores de expresión 
generalmente se obtienen de ADN plasmídico o viral, o pueden contener elementos de ambos. 

Con respecto a proteínas descritas en el presente documento, referencias a restos aminoacídicos correspondientes 
a aquellos especificados por la SEC ID Nº incluyen modificaciones post-traduccionales de dichos restos. 5 

Los términos "neovascularización" y "angiogénesis", se usan de forma intercambiable en el presente documento. 
Neovascularización y angiogénesis se refieren a la generación de nuevos vasos sanguíneos en células, tejido, u 
órganos. El control de la angiogénesis normalmente se altera en ciertas patologías y, en muchos casos, el daño 
patológico asociado con la enfermedad está relacionado con angiogénesis alterada o no regulada. Sucede 
angiogénesis no regulada persistente en diversas patologías, incluyendo aquellas caracterizadas por el crecimiento 10 
anormal de células endoteliales, y da soporte a los daños patológicos observados en estas afecciones incluyendo 
filtración y permeabilidad de los vasos sanguíneos. 

La expresión "trastorno neovascular", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier enfermedad o 
trastorno que tiene una patología que está mediada, al menos en parte, por actividad aumentada o no regulada de 
angiogénesis. Ejemplos de dichas enfermedades o trastornos incluyen diversos cánceres que comprenden tumores 15 
sólidos (por ejemplo, cáncer pancreático, carcinoma de células renales (RCC), cáncer colorrectal, cáncer pulmonar 
no microcítico (NSCLC), y tumor estromático gastrointestinal (GIST)) así como ciertas enfermedades oculares que 
implican neovascularización ("trastornos oculares neovasculares"). Dichas enfermedades o trastornos son 
particularmente susceptibles a ciertos procedimientos de tratamiento para la inhibición de la angiogénesis, como se 
describe adicionalmente en el presente documento. 20 

"Trastorno ocular neovascular", como se usa en el presente documento, se refiere a un trastorno neovascular que 
implica al ojo de un paciente (es decir, una enfermedad o trastorno que tiene una patología que está mediada, al 
menos en parte, por actividad aumentada o no regulada de angiogénesis en el ojo del paciente). Ejemplos de 
trastornos oculares neovasculares susceptibles a tratamiento de acuerdo con la presente invención incluyen 
degeneración macular relacionada con la edad, retinopatía diabética, neovascularización del iris, glaucoma 25 
neovascular, vitrorretinopatía proliferativa, neovascularización del disco óptico, neovascularización de la córnea, 
neovascularización vítrea, paño, pterigión, edema macular, edema macular diabético, retinopatía vascular, 
degeneración de la retina, uveítis, y enfermedades inflamatorias de la retina. 

La expresión "cantidad eficaz", en el contexto de tratamiento de un trastorno neovascular mediante la administración 
de un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A a un sujeto como se describe en el presente documento, se refiere a una 30 
cantidad de dicho agente que es suficiente para inhibir la angiogénesis en el sujeto para inhibir la aparición o mejorar 
uno o más síntomas del trastorno neovascular. Una cantidad eficaz de un agente se administra de acuerdo con los 
procedimientos de la presente invención en un régimen "eficaz". La expresión "régimen eficaz" se refiere a una 
combinación de cantidad del agente que se está administrando y frecuencia de dosificación adecuada para 
conseguir el tratamiento o prevención de la enfermedad o trastorno. 35 

El término "paciente" o "sujeto", en el contexto del tratamiento de una enfermedad o trastorno como se describe en 
el presente documento, incluye mamíferos tales como, por ejemplo, seres humanos y otros primates. El término 
también incluye animales domesticados tales como, por ejemplo, vacas, cerdos, ovejas, caballos, perros, y gatos. 

Dos secuencias de aminoácidos tienen un "100 % de identidad de secuencia de aminoácidos" si los restos 
aminoacídicos de las dos secuencias de aminoácidos son los mismos cuando se alinean para su máxima 40 
correspondencia. Asimismo, dos secuencias de nucleótidos tienen un "100 % de identidad de secuencia de 
nucleótidos" si los restos nucleotídicos de las dos secuencias de nucleótidos son los mismos cuando se alinean para 
su máxima correspondencia. Pueden realizarse comparaciones de secuencia usando programas convencionales de 
software tales como los incluidos en el paquete de bioinformática LASERGENE, producido por DNASTAR (Madison, 
Wisconsin). Otros procedimientos para comparar dos secuencias de nucleótidos o aminoácidos determinando la 45 
alineación óptima son bien conocidos para los especialistas en la técnica. (Véase, por ejemplo, Peruski y Peruski, 
The Internet and the New Biology: Tools for Genomic and Molecular Research (ASM Press, Inc. 1997); Wu y col. 
(eds.), "Information Superhighway and Computer Databases of Nucleic Acids and Proteins," en Methods in Gene 
Biotechnology 123-151 (CRC Press, Inc. 1997); Bishop (ed.), Guide to Human Genome Computing (2ª ed., 
Academic Press, Inc. 1998).) Se consideran que dos secuencias de nucleótidos o aminoácidos tienen "identidad de 50 
secuencia sustancialmente similar" o "identidad de secuencia sustancial" si las dos secuencias tienen al menos un 
80 %, al menos un 90 %, o al menos un 95 % de identidad de secuencia una respecto a la otra. 

El porcentaje de identidad de secuencia se determina por procedimientos convencionales. Véase, por ejemplo, 
Altschul y col., Bull. Math. Bio. 48:603, 1986, y Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915, 1992. Por 
ejemplo, dos secuencias de aminoácidos pueden alinearse para optimizar los valores de alineación usando una 55 
penalización por abertura de hueco de 10, una penalización por extensión de hueco de 1, y la matriz de valores 
"BLOSUM62" de Henikoff y Henikoff, supra, que se muestra en la Tabla 1 (los aminoácidos se indican por los 
códigos convencionales de una letra). El porcentaje de identidad entonces se calcula como: ([Cantidad total de 
coincidencias idénticas]/ [longitud de la secuencia más larga más la cantidad de huecos introducidos en la secuencia 
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más larga para alinear las dos secuencias])(100). 

Tabla 1: Matriz de valores BLOSUM62 

 A R N D C Q E G H I L K M F P S T W Y V 

A 4                

R -1 5               

N -2 0 6              

D -2 -2 1 6             

C 0 -3 -3 -3 9            

Q -1 1 0 0 -3 5           

E -1 0 0 2 -4 2 5          

G 0 -2 0 -1 -3 -2 -2 6         

H -2 0 1 -1 -3 0 0 -2 8        

I -1 -3 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3 4       

L -1 -2 -3 -4 -1 -2 -3 -4 -3 2 4      

K -1 2 0 -1 -3 1 1 -2 -1 -3 -2 5     

M -1 -1 -2 -3 -1 0 -2 -3 -2 1 2 -1 5    

F -2 -3 -3 -3 -2 -3 -3 -3 -1 0 0 -3 0 6   

P -1 -2 -2 -1 -3 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -1 -2 -4 7  

S 1 -1 1 0 -1 0 0 0 -1 -2 -2 0 -1 -2 -1 4  

T 0 -1 0 -1 -1 -1 -1 -2 -2 -1 -1 -1 -1 -2 -1 1 5  

W -3 -3 -4 -4 -2 -2 -3 -2 -2 -3 -2 -3 -1 1 -4 -3 -2 11  

Y -2 -2 -2 -3 -2 -1 -2 -3 2 -1 -1 -2 -1 3 -3 -2 -2 2 7  

V 0 -3 -3 -3 -1 -2 -2 -3 -3 3 1 -2 1 -1 -2 -2 0 -3 -1 4 

Los especialistas en la técnica apreciarán que hay muchos algoritmos establecidos disponibles para alinear dos 
secuencias de aminoácidos. El algoritmo de búsqueda de similitud "FASTA" de Pearson y Lipman es un 
procedimiento adecuado de alineación de proteínas para examinar el nivel de identidad compartido por una 5 
secuencia de aminoácidos desvelada en el presente documento y una segunda secuencia de aminoácidos. El 
algoritmo FASTA se describe por Pearson y Lipman, Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 85:2444, 1988, y por Pearson, Meth. 
Enzymol. 183:63, 1990. En resumen, FASTA primero caracteriza la similitud de secuencia identificando regiones 
compartidas por la secuencia de consulta (por ejemplo, los restos 25-266 de la SEC ID Nº 2) y una secuencia de 
ensayo que tienen la mayor densidad de identidades (si la variable ktup es 1,) o pares de identidades (si ktup=2), sin 10 
considerar sustituciones conservativas, inserciones o deleciones de aminoácidos. Las diez regiones con la mayor 
densidad de identidades después se vuelven a valorar comparando la similitud de todos los aminoácidos 
emparejados usando una matriz de sustitución de aminoácidos, y los extremos de las regiones se "recortan" para 
que incluyan solamente aquellos restos que contribuyan al valor más elevado. Si existen varias regiones con valores 
mayores que el valor de "punto de corte" (calculado mediante una fórmula predeterminada basada en la longitud de 15 
la secuencia y el valor ktup), entonces se examinan las regiones iniciales recortadas para determinar si las regiones 
pueden unirse para formar una alineación aproximada con huecos. Finalmente, las regiones con la valoración más 
elevada de las dos secuencias de aminoácidos se alinean usando una modificación del algoritmo de Needleman-
Wunsch-Sellers (Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:444, 1970; Sellers, SIAM J. Appl. Math. 26:787, 1974), que 
permite inserciones y deleciones de aminoácidos. Parámetros ilustrativos para el análisis FASTA son: ktup=1, 20 
penalización por abertura de hueco=10, penalización por extensión de hueco=1, y matriz de sustitución=BLOSUM62. 
Estos parámetros pueden introducirse en un programa FASTA modificando el archivo de matriz de valores 
("SMATRIX"), como se explica en el Apéndice 2 de Pearson, Meth. Enzymol. 183:63, 1990. 
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FASTA también puede usarse para determinar la identidad de secuencia de moléculas de ácido nucleico usando 
una proporción como se ha desvelado anteriormente. Para comparaciones de secuencias de nucleótidos, el valor 
ktup puede variar entre uno y seis, preferentemente de tres a seis, mucho más preferentemente tres, con los otros 
parámetros establecidos como se ha descrito anteriormente. 

Breve descripción de las figuras 5 

Las Figuras 1A-1C ilustran las secuencias de aminoácidos de ciertos polipéptidos de Fc de inmunoglobulina. Los 
números de secuencia de aminoácidos se basan en el índice EU (Kabat y col., Sequences of Proteins of 
Immunological Interest, US Department of Health and Human Services, NIH, Bethesda, 1991). Las secuencias 
ilustradas incluyen una secuencia humana de tipo silvestre ("wt"; SEC ID Nº 531) y cinco secuencias variantes, 
denominadas Fc-488 (SEC ID Nº 532), Fc4 (SEC ID Nº 533), Fc5 (SEC ID Nº 492), Fc6 (SEC ID Nº 534), y Fc7 10 
(SEC ID Nº 535). Se indican los restos Cys normalmente implicados en la formación de enlaces disulfuro para la 
región constante de cadena ligera (LC) y la región constante de cadena pesada (HC). A indica identidad con el tipo 
silvestre en esa posición. *** indica el codón de parada; el resto Lys C-terminal se ha retirado de Fc6. Se muestran 
los límites de los dominios bisagra, CH2, y CH3. 

Las Figuras 2A-2C representan formados tetravalentes, biespecíficos de fusión Fc y Mab que tienen regiones Fv con 15 
especificidad por dos dianas diferentes (mencionadas en el presente documento como dianas X e Y). Los dominios 
Fv frente a la diana X se indican por un relleno de bandas, los dominios Fv frente a la diana Y se indician por un 
relleno gris, y los dominios constantes de Ig se indican por un relleno de puntos. La Figura 2A muestra una fusión de 
Fv de cadena sencilla y Fc en tándem (tascFv-Fc); la Figura 2B muestra una fusión bi-Fv de cadena sencilla Fc 
(biscFv-Fc); y Figura 2C muestra un anticuerpo monoclonal complejo con un Fv de cadena sencilla (scFv) fusionado 20 
al extremo carboxilo (BiAb). 

La Figura 3 representan la inhibición del brote de células endoteliales por antagonistas biespecíficos de 
PDGFRβ/VEGF-A en un ensayo de brote en co-cultivo in vitro en un contexto profiláctico. Se incorporaron perlas 
Cytodex-3 recubiertas con HUVEC en gel de fibrina junto con células madre mesenquimáticas humanas y se 
cultivaron con medio completo EGM-2 y medio condicionado de fibroblastos D551 (1:1) con HGF humano 25 
recombinante. (Véase el Ejemplo 75.) Se añadieron antagonistas - anti-VEGF-A (Bevacizumab, Genentech); una 
combinación de anti-VEGF-A + mAb anti-PDGFRβ E9899; o un anticuerpo biespecífico para PDGFRβ/VEGF-A 
(biscFv c1035/c868, biscFv c1035/c1039, biAb c597/c1039, o biAb c600/c1039) - al cultivo en el día 2 (desde el 
inicio del co-cultivo) a las concentraciones indicadas. A los 7 días después de la adición de los antagonistas, las 
células se fijaron y tiñeron con anticuerpos anti-PECAM o anti-SMA seguidos de anticuerpo secundario. Las células 30 
después se visualizaron mediante un microscopio invertido de fluorescencia y se analizaron para la longitud del 
brote de células endoteliales como se describe en el Ejemplo 75. 

Las Figuras 4A-4D representan la inhibición del brote de células endoteliales por antagonistas biespecíficos de 
PDGFRβ/VEGF-A en un ensayo de brote en co-cultivo in vitro en un contexto terapéutico. Se incorporaron perlas 
Cytodex-3 recubiertas con HLTVEC en gel de fibrina junto con células madre mesenquimáticas humanas y se 35 
cultivaron con medio completo EGM-2 y medio condicionado de fibroblastos D551 (1:1) con HGF humano 
recombinante. (Véase el Ejemplo 75.) Se añadieron antagonistas - anti-VEGF-A (Bevacizumab, Genentech) o un 
anticuerpo biespecífico para PDGFRβ/VEGF-A (biscFv c1035/c868 (4A), biscFv c1035/c1039 (4B), biAb c597/c1039 
(4C), o biAb c600/c1039 (4D)) - al cultivo en el día 8 (después de formarse los brotes de EC y el recubrimiento de 
pericitos) a las concentraciones indicadas. A los 7 días después de la adición de los antagonistas, las células se 40 
fijaron y tiñeron con anticuerpos anti-PECAM o anti-SMA seguidos de anticuerpo secundario. Las células después se 
visualizaron mediante un microscopio invertido de fluorescencia y se analizaron para la longitud del brote de células 
endoteliales como se describe en el Ejemplo 75. 

Descripción de la invención 

I. Visión global 45 

La presente invención aborda la necesidad en la técnica de proporcionar más agentes terapéuticos para tratar 
trastornos neovasculares, incluyendo cánceres y trastornos oculares neovasculares. La presente memoria 
descriptiva describe antagonistas de VEGF-A y PDGFRβ, particularmente anticuerpos neutralizantes anti-VEGF-A y 
anti-PDGFRβ, que inhiban la señalización a través de receptores de VEGF-A y PDGFRβ. La inhibición de señales 
angiogénicas a través de VEGF-A y/o PDGFRβ usando dichos antagonistas es útil para el tratamiento de diversos 50 
trastornos que tienen una patología caracterizada al menos en parte por neovascularización. Por ejemplo, la 
inhibición de señales angiogénicas a través de VEGF-A y/o PDGFRβ en y alrededor de tumores reduce la capacidad 
del tumor de vascularizar, crecer, y metastatizar. Además, la inhibición de señales angiogénicas a través de VEGF-A 
y/o PDGFRβ reduce la neovascularización características de diversas enfermedades oculares incluyendo, por 
ejemplo, degeneración macular relacionada con la edad (AMD), retinopatía diabética, vitrorretinopatía proliferativa 55 
(PVR), neovascularización del iris, y glaucoma neovascular. Como se describe en el presente documento, los 
antagonistas de VEGF-A y PDGFRβ son particularmente eficaces cuando se usan en combinación. Por 
consiguiente, la invención proporciona anticuerpos biespecíficos, que son capaces de neutralizan tanto VEGF-A 
como PDGFRβ, así como usos relacionados de dichos anticuerpos biespecíficos para el tratamiento de trastornos 
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relacionados con la angiogénesis, como se define en las reivindicaciones. 

Los antagonistas de VEGF-A descritos en el presente documento incluyen moléculas que se unen a VEGF-A o un 
receptor de VEGF-A y de este modo reducen la actividad de VEGF-A en células que expresan el receptor tal como, 
por ejemplo, VEGFR-1, VEGFR-2, neuropilina-1, y/o neuropilina-2. En particular, los antagonistas de VEGF-A 
incluyen anticuerpos anti-VEGF-A. Otros antagonistas adecuados de VEGF-A incluyen receptores solubles de 5 
VEGF-A que comprenden un dominio extracelular de VEGFR, así como antagonistas de molécula pequeña capaces 
de inhibir la interacción de VEGF-A con su receptor o capaces de otro modo de inhibir la señalización intracelular 
inducida por VEGF-A a través de un receptor de VEGF-A. Además, pueden emplearse proteínas de unión basadas 
en estructuras no de anticuerpo. (Véase, por ejemplo, Koide y col., J. Mol. Biol. 284:1141-1151, 1998; Hosse y col. 
Protein Sci. 15:14-27, 2006, y referencias en los mismos.) Antagonistas preferidos de VEGF-A incluyen anticuerpos 10 
que se unen específicamente a VEGF-A, incluyendo anticuerpos biespecíficos que también comprenden un sitio de 
unión para PDGFRβ. Los anticuerpos que son específicos para VEGF-A se unen al menos a las formas secretadas 
solubles de VEGF-A, y preferentemente también se unen a formas asociadas a la superficie celular. 

Los antagonistas de PDGFRβ descritos en el presente documento incluyen moléculas que se unen a PDGFRβ o sus 
ligados y reducen de este modo la actividad de PDGF en células que expresan el receptor. Los ligandos para 15 
PDGFRβ incluyen PDGF-B, PDGF-C, y PDGF-D. En particular, los antagonistas de PDGFRβ incluyen anticuerpos 
anti-PDGFRβ. Otros antagonistas adecuados de PDGFRβ incluyen anticuerpos contra ligandos de PDGFRβ (es 
decir, anticuerpos contra PDGF-B, PDGF-C, y/o PDGF-D), PDGFRβ soluble, y antagonistas de molécula pequeña 
capaces de inhibir la interacción de PDGFRβ con sus ligandos o capaces de otro modo de inhibir la señalización 
intracelular a través de PDGFRβ. Además, pueden emplearse proteínas de unión basadas en estructuras no de 20 
anticuerpo. (Véase, por ejemplo, Koide y col., J. Mol. Biol. 284:1141-1151, 1998; Hosse y col., Protein Sci. 15:14-27, 
2006, y referencias en los mismos.) Antagonistas de PDGFRβ preferidos incluyen anticuerpos que se unen 
específicamente a PDGFRβ, incluyendo anticuerpos biespecíficos que también comprenden un sitio de unión para 
VEGF-A. 

II. Anticuerpos anti-PDGFRβ, anticuerpos anti-VEGF-A, y composiciones de unión biespecíficas relacionadas 25 

En ciertas realizaciones preferidas, los antagonistas de VEGF-A y/o PDGFRβ son anticuerpos que se unen 
específicamente a VEGF-A (los restos 27-191 de la SEC ID Nº 2) y/o al dominio extracelular de PDGFRβ (los restos 
33-531 de la SEC ID Nº 4). Los anticuerpos particularmente preferidos neutralizan la actividad biológica de VEGF-A, 
PDGFRβ, o tanto de VEGF-A como de PDGFRβ. 

Se considera que los anticuerpos se unen específicamente si (1) muestran un nivel umbral de actividad de unión, y 30 
(2) no reaccionan de forma cruzada significativamente con moléculas polipeptídicas de control. Por ejemplo, un nivel 
umbral de unión se determina si un anticuerpo anti-VEGF-A se une a un polipéptido, péptido o epítopo de VEGF-A 
con una afinidad al menos 10 veces mayor que la afinidad de unión para un polipéptido de control (no VEGF-A). Se 
prefiere que los anticuerpos usados dentro de la invención muestren una afinidad de unión (Ka) de 106 M-1 o mayor, 
preferentemente 107 M-1 o mayor, más preferentemente 108 M-1 o mayor, y mucho más preferentemente 109 M-1 o 35 
mayor. La afinidad de unión de un anticuerpo puede determinarla fácilmente un especialista en la técnica, 
habitualmente por resonancia de plasmón superficial usando un equipo automatizado. Se conocen otros 
procedimientos en la técnica, por ejemplo el análisis de Scatchard (Scatchard, Ann. NY Acad. Sci. 51:660-672, 
1949). 

Los anticuerpos descritos en el presente documento comprenden o constan de partes de anticuerpos intactos que 40 
retienen la especificidad de unión a antígeno. Los anticuerpos adecuados incluyen, por ejemplo, anticuerpos 
completamente humanos; anticuerpos humanizados; anticuerpos quiméricos; fragmentos de anticuerpo tales como, 
por ejemplo, fragmentos de anticuerpo Fab, Fab', F(ab)2, F(ab')2 y Fv; anticuerpos de cadena sencilla; y monómeros 
o dímeros de cadenas pesada o ligera de anticuerpo o mezclas de los mismos. Los anticuerpos preferidos son 
anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos que comprenden una cadena ligera pueden comprender cadena ligera 45 
kappa o lambda. 

En ciertas realizaciones, los anticuerpos incluyen inmunoglobulinas intactas de cualquier isotipo incluyendo IgA, IgG, 
IgE, IgD, o IgM (incluyendo subtipos de los mismos). Las inmunoglobulinas intactas preferentemente incluyen IgG 
intacta (por ejemplo, IgG 1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1, o IgA2 intacta). 

Los procedimientos para preparar y aislar anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, y fragmentos de 50 
anticuerpo de unión a antígeno de los mismos son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Current 
Protocols in Immunology, (Cooligan y col. eds., John Wiley and Sons, Inc. 2006); Sambrook y col., Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor, NY, 2ª ed. 1989); y Monoclonal Hybridoma Antibodies: 
Techniques and Applications (Hurrell ed., CRC Press, inc., Boca Raton, FL, 1982). Los fragmentos de unión a 
antígeno, incluyendo scFv, pueden prepararse usando bibliotecas de presentación en fagos de acuerdo con 55 
procedimientos conocidos en la técnica. La presentación en fagos también puede emplearse para la preparación de 
proteínas de unión basadas en estructuras no de anticuerpo (Koide y col., supra.). Los procedimientos para preparar 
anticuerpos policlonales humanos recombinantes se desvelan por Wiberg y col., Biotechnol Bioeng. 94:396-405, 
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2006; Meijer y col., J. Mol. Biol. 358:764-772, 2006; Haurum y col., publicación de solicitud de patente de Estados 
Unidos Nº 2002/0009453; y Haurum y col., publicación de solicitud de patente de Estados Unidos Nº 2005/0180967. 
Como será evidente para los especialistas en la técnica, estos procedimientos son igualmente aplicables para la 
producción de anticuerpos contra VEGF-A, receptores de VEGF-A, PDGFRβ, y ligados PDGF. 

Como sería evidente para un especialista en la técnica, los anticuerpos policlonales pueden generarse inoculando 5 
cualquiera de diversos animales de sangre caliente tales como caballos, vacas, cabras, ovejas, perros, pollos, 
conejos, ratones, y ratas con un polipéptido o fragmento de polipéptido inmunogénico. La inmunogenicidad de un 
polipéptido inmunogénico puede aumentarse a través del uso de un adyuvante, tal como alumbre (hidróxido de 
aluminio) o adyuvante completo o incompleto de Freund. Los polipéptidos útiles para inmunización también incluyen 
polipéptidos de fusión, tales como fusiones de VEGF-A, PDGFRβ, o una parte de los mismos con un polipéptido de 10 
inmunoglobulina o con una proteína de unión a maltosa. El inmunógeno polipeptídico puede ser una molécula de 
longitud completa o una parte de la misma. Si la parte polipeptídica es tipo hapteno, puede unirse o ligarse 
ventajosamente a un vehículo macromolecular (tal como hemocianina de lapa californiana (KLH), albúmina sérica 
bovina (BSA) o toxoide tetánico) para inmunización. 

Además, los anticuerpos pueden explorarse frente a polipéptidos conocidos relacionados con la diana del anticuerpo 15 
(por ejemplo, ortólogos, parálogos, o variantes de secuencia de, por ejemplo, VEGF-A o PDGFRβ) para aislar una 
población de anticuerpos que sea altamente específica para su unión a la proteína o polipéptido diana. Dichas 
poblaciones altamente específicas incluyen, por ejemplo, anticuerpos que se unen a VEGF-A humano pero no a 
VEGF-A de ratón. Dicha ausencia de reactividad cruzada con moléculas polipeptídicas relacionadas se muestra, por 
ejemplo, por el anticuerpo que detecta un polipéptido VEGF-A pero no polipéptidos relacionados conocidos usando 20 
un análisis convencional de transferencia de Western (Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel y col. eds., 
Green and Wiley and Sons, NY 1993)) o ELISA (inmunoensayo enzimático) (Immunoassay, A Practical Guide (Chan 
ed., Academic Press, Inc. 1987)). En otro ejemplo, se adsorben anticuerpos creados contra un polipéptido de VEGF-
A a polipéptidos relacionados adheridos a matriz insoluble; anticuerpos que sin altamente específicos para el 
polipéptido de VEGF-A fluirán a través de la matriz en condiciones apropiadas de tampón. La exploración permite el 25 
aislamiento de anticuerpos policlonales y monoclonales sin reactividad cruzada por polipéptidos conocidos muy 
relacionados (Antibodies: A Laboratory Manual. (Harlow y Lane eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press 1988); 
Current Protocols in Immunology (Cooligan y col. eds., National Institutes of Health, John Wiley and Sons, Inc. 1995). 
La exploración y aislamiento de anticuerpos específicos es bien conocido en la técnica. Véase Fundamental 
Immunology (Paul ed., Raven Press 1993); Getzoff y col., Adv. in Immunol. 43:1-98, 1988; Monoclonal Antibodies: 30 
Principles and Practice (Goding ed., Academic Press Ltd. 1996); Benjamin y col., Ann. Rev, Immunol. 2:67-101, 
1984. 

Pueden prepararse anticuerpos monoclonales nativos ("mAb"), por ejemplo, inmunizando animales objeto (por 
ejemplo, ratas o ratones) con una proteína inmunogénica purificada o fragmento de la misma. En un procedimiento 
típico, se da a cada animal una inyección intraperitoneal (IP) inicial de la proteína o fragmento purificado, 35 
normalmente en combinación con un adyuvante (por ejemplo, adyuvante completo de Freund o adyuvante RIBI 
(disponible en Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)) seguido de inyecciones IP de refuerzo de la proteína purificada a, por 
ejemplo, intervalos de dos semanas. De siete a diez días después de la administración de la tercera inyección de 
refuerzo, se exanguina a los animales y se recoge el suero. Pueden darse refuerzos adicionales según sea 
necesario. Se recogen los esplenocitos y las células de los ganglios linfáticos de animales de elevado título y se 40 
fusionan a células de mieloma (por ejemplo, células de ratón SP2/0 o Ag8) usando procedimientos convencionales. 
La mezcla de fusión después se cultiva en una capa de alimentación de timocitos o se cultiva con suplementos 
apropiados de medio (incluyendo suplementos disponibles en el mercado tales como suplementos de fusión de 
hibridoma y clonación; Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Aproximadamente 10 días después de la fusión, se 
identifican combinaciones de hibridoma que producen anticuerpo específico usando ensayos convencionales (por 45 
ejemplo, ELISA). Las combinaciones positivas pueden analizarse adicionalmente para su capacidad de bloquear o 
reducir la actividad de la proteína diana. Las combinaciones positivas se clonan por dilución limitante. 

En ciertos aspectos, la memoria descriptiva describe el uso de múltiples anticuerpos monoclonales que son 
específicos para diferentes epítopos en una única molécula diana. El uso de dichos múltiples anticuerpos en 
combinación puede reducir los efectos del vehículo observados con anticuerpos individuales y también puede 50 
aumentar las tasas de eliminación mediante el receptor de Fc y mejorar la ADCC. Pueden usarse dos, tres, o más 
anticuerpos monoclonales en combinación. 

La secuencia de aminoácidos de un anticuerpo nativo puede variarse a través de la aplicación de técnicas de ADN 
recombinante. Por tanto, los anticuerpos pueden rediseñarse para obtener características deseadas. Los 
anticuerpos modificados pueden proporcionar, por ejemplo, mejorada estabilidad y/o eficacia terapéutica relativas a 55 
su forma no modificada. Las variaciones posibles son muchas y varían desde el cambio de solamente uno o unos 
pocos aminoácidos al rediseño completo de, por ejemplo, la región variable o constante. Los cambios en la región 
constante se harán, en general, para mejorar o alterar características, tales como fijación del complemento, 
interacción con membranas, y otras funciones efectoras. Ejemplos de secuencias modificadas por ingeniería de 
región constante se muestran en las Fig. 1A-1C (SEC ID Nº 492 y 532-535). Normalmente, los cambios en la región 60 
variable se harán para mejorar las características de unión a antígeno, mejorar la estabilidad de la región variable, o 
reducir el riesgo de inmunogenicidad. También pueden emplearse técnicas de presentación en fagos. Véase, por 
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ejemplo, Huse y col., Science 246:1275-1281, 1989; Ladner y col., patente de Estados Unidos Nº 5.571.698. 

Para anticuerpos terapéuticos para su uso en seres humanos, habitualmente es deseable humanizar regiones no 
humanas de un anticuerpo de acuerdo con procedimientos conocidos. Los procedimientos para preparar anticuerpos 
humanizados se desvelan, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos Nº 5.530.101; 5.821.337; 5.585.089; 
5.693.762; y 6.180.370. Normalmente, un anticuerpo humanizado anti-PDGFRβ o anti-VEGF-A comprende las 5 
regiones determinantes de complementariedad (CDR) de una inmunoglobulina donante de ratón y regiones 
flanqueantes de cadena pesada y cadena ligera de una inmunoglobulina aceptora humana. A menudo, los restos 
flanqueantes en las regiones flanqueantes humanas se sustituirán con el resto correspondiente del anticuerpo 
donante de CDR para alterar, preferentemente mejorar, la unión a antígeno. Estas sustituciones flanqueantes se 
identifican por procedimientos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, por modelado de las interacciones de la 10 
CDR y los restos flanqueantes para identificar los restos flanqueantes importante para la unión de antígeno y 
comparación de secuencia para identificar restos flanqueantes inusuales en posiciones particulares. (Véase, por 
ejemplo, Queen y col., patente de Estados Unidos Nº 5.585.089; Riechmann y col., Nature 332:323, 1988). 

También pueden usarse anticuerpos quiméricos no humanizados de forma terapéutica (por ejemplo, en pacientes 
inmunosuprimidos). Por consiguiente, en algunas variaciones, un anticuerpo es un anticuerpo quimérico obtenido, 15 
inter alia, de un anticuerpo no humano anti-PDGFRβ o anti-VEGF-A. Preferentemente, un anticuerpo quimérico 
comprende una región variable obtenida de un anticuerpo de ratón o rata y una región constante obtenida de un ser 
humano de modo que el anticuerpo quimérico tiene una semi-vida más larga y es menor inmunogénico cuando se 
administra a un sujeto humano. Los procedimientos para producir anticuerpos quiméricos son conocidos en la 
técnica. (Véase, por ejemplo, Morrison, Science 229:1202, 1985; Oi y col., BioTechniques 4:214, 1986; Gillies y col., 20 
J. Immunol. Methods 125:191-202, 1989; patentes de Estados Unidos Nº 5.807.715; 4.816.567; y 4.816.397.) 

La presente memoria descriptiva describe anticuerpos completamente humanos tales como aquellos obtenidos de 
células mononucleares de sangre periférica de pacientes con cáncer de ovario, de mama, renal, colorrectal, 
pulmonar, de endometrio, o cerebral. Dichas células pueden fusionarse con células de mieloma, por ejemplo, para 
formar células de hibridoma que producen anticuerpos completamente humanos contra PDGFRβ o VEGF-A. Los 25 
anticuerpos humanos también pueden prepararse en animales transgénicos no humanos, habitualmente ratones. 
Véase, por ejemplo, Tomizuka y col., patente de Estados Unidos Nº 7.041.870. En general, un mamífero no humano 
se hace transgénico para un locus de cadena pesada humana y un locus de cadena ligera humana, y se inactivan 
los correspondientes loci endógenos de inmunoglobulina. 

Los anticuerpos pueden especificarse en términos de un epítopo o parte de un polipéptido VEGF-A o PDGFRβ que 30 
reconocen o al que se unen específicamente. Un epítopo o parte polipeptídica puede especificarse, por ejemplo, por 
las posiciones N-terminales y C-terminales del epítopo u otra parte del polipéptido VEGF-A mostrado en la SEC ID 
Nº 2 o del polipéptido PDGFRβ mostrado en la SEC ID Nº 4. 

Los anticuerpos descritos en el presente documento tienen afinidades de unión que incluyen una constante de 
disociación (Kd) menor de 5 x 10-2 M, menor de 10-2 M, menor de 5 x 10-3 M, menor de 10-3 M, menor de 5 x 10-4 M, 35 
menor de 10-4 M, menor de 5 x 10-5 M, menor de 10-5 M, menor de 5 x 10-6 M, menor de 10-6 M, menor de 5 x 10-7 M, 
menor de 10-7 M, menor de 5 x 10-8 M, menor de 10-8 M, menor de 5 x 10-9 M, menor de 10-9 M, menor de 5 x 10-10 
M, menor de 10-10 M, menor de 5 x 10-11 M, menor de 10-11 M, menor de 5 x 10-12 M, menor de 10-12 M, menor de 5 x 
10-13 M, menor de 10-13 M, menor de 5 x 10-14 M, menor de 10-14 M, menor de 5 x 10-15 M, o menor de 10-15 M. 

Los anticuerpos descritos en el presente documento incluyen adicionalmente derivados que se modifican, por 40 
ejemplo, mediante la unión covalente de cualquier tipo de molécula al anticuerpo de modo que la unión covalente no 
evite la unión del anticuerpo a su epítopo. Modificaciones adecuadas incluyen, por ejemplo, fucosilación, 
glucosilación, acetilación, pegilación, fosforilación, y amidación. Los anticuerpos y derivados de los mismos pueden 
derivatizarse en sí mismos por grupos protectores/bloqueantes conocidos, escisión proteolítica, unión a un ligando 
celular u otras proteínas, y similares. En algunas realizaciones, al menos una cadena pesada del anticuerpo está 45 
fucosilada. En variaciones particulares, la fucosilación es ligada a N. En algunas realizaciones preferidas 
determinadas, al menos una cadena pesada del anticuerpo comprende un oligosacárido fucosilado, ligado a N. 

Los anticuerpos pueden usarse solos o como as inmunoconjugados con un agente citotóxico. En algunas 
realizaciones, el agente es un agente quimioterapéutico. En otras realizaciones, el agente es un radioisótopo tal 
como, por ejemplo, plomo-212, bismuto-212, astato-211, yodo-131, escandio-47, renio-186, renio-188, itrio-90, yodo-50 
123, yodo-125, bromo-77, indio-111, o un núclido fisionable tal como boro-10 o un actínido. En otras realizaciones 
más, el agente es una toxina o fármaco citotóxico tal como, por ejemplo, ricina, enterotoxina A modificada de 
Pseudomonas, caliqueamicina, adriamicina, 5-fluorouracilo, una auristatina (por ejemplo auristatina E), maitansina, o 
similares. Los procedimientos de conjugación de anticuerpos y fragmentos de anticuerpo con dichos agentes son 
conocidos en la técnica. 55 

Los anticuerpos descritos en el presente documento incluyen variantes que tienen sustituciones, deleciones, 
adiciones o remplazos de uno o múltiples aminoácidos relativos a un anticuerpo de referencia (por ejemplo, un 
anticuerpo de referencia que tiene secuencias VL y/o VH como se muestra en la Tabla 2 o Tabla 4), de modo que la 
variante retenga una o más propiedades biológicas del anticuerpo de referencia (por ejemplo, bloqueo de la unión de 
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PDGFRβ y/o VEGF-A a sus respectivas contra-estructuras (un ligando PDGF o receptor de VEGF-A), bloqueo de la 
actividad biológica de PDGFRβ y/o VEGF-A, afinidad de unión). Los especialistas en la técnica pueden producir 
variantes que tienen sustituciones, deleciones, adiciones o remplazos de uno o múltiples aminoácidos. Estas 
variantes pueden incluir, por ejemplo: (a) variantes en que uno o más restos aminoacídicos están sustituidos con 
aminoácidos conservativos o no conservativos, (b) variantes en que uno o más aminoácidos están añadidos a o 5 
delecionados del polipéptido, (c) variantes en que uno o más aminoácidos incluyen un grupo sustituyente, y (d) 
variantes en que el polipéptido está fusionado con otro péptido o polipéptido tal como un compañero de fusión, una 
marca proteica u otro resto químico, que puede conferir propiedades útiles al polipéptido, tal como, por ejemplo, un 
epítopo para un anticuerpo, una secuencia de polihistidina, un resto de biotina, y similares. Los anticuerpos pueden 
incluir variantes en que restos aminoacídicos de una especie están sustituidos por el resto correspondiente en otra 10 
especie, en las posiciones conservadas o no conservadas. En otra realización, se sustituyen restos aminoacídicos 
en posiciones no conservadas con restos conservativos o no conservativos. Las técnicas para obtener estas 
variantes, incluyendo técnicas genéticas (supresiones, deleciones, mutaciones, etc.), químicas, y enzimáticas, son 
conocidas para los especialistas en la técnica. 

La presente invención abarca anticuerpos biespecíficos (definidos en las reivindicaciones) que se unen tanto a 15 
PDGFRβ como a VEGF-A. Dichos anticuerpos biespecíficos contra PDGFRβ/VEGF-A se describen adicionalmente 
en el presente documento. 

Se han identificado ejemplos de anticuerpos que se unen a PDGFRβ y VEGF-A por exploración de una biblioteca de 
presentación en fagos. Los procedimientos para explorar por presentación en fagos se describen en detalle en 
textos convencionales de referencia, tales como Babas, Phage Display: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor 20 
Lab Press, 2001) y Lo, Benny K.C., A., Antibody Engineering (2004). Dichas bibliotecas de presentación en fagos 
pueden usarse para presentar proteínas expresadas sobre la superficie de una célula u otra sustancia de modo que 
pueda aislarse de forma funcional la entidad de unión complementaria. En una de estas bibliotecas de presentación 
en fagos, la región variable de cadena ligera del anticuerpo y una parte de la región variable de cadena pesada se 
combinan con secuencias sintéticas de anticuerpo humano que codifican ADN, que después se presentan en 25 
bibliotecas de fagos y fagómidos como fragmentos de anticuerpo Fab (Dyax® Human Antibody Libraries, Dyax 
Corp., Cambridge, MA.). Por tanto, los fragmentos de cadena ligera y pesada variable de los anticuerpos pueden 
aislarse en un formato Fab. Estas regiones variables después pueden manipularse para generar anticuerpos, 
incluyendo fragmentos de unión a antígeno, tales como scFv, scFv biespecíficos, y antagonistas multiespecíficos y 
multifuncionales de PDGFRβ y/o VEGF-A. 30 

Usando esta tecnología, se han identificado regiones variables de Fab a modo de ejemplo por sus características de 
unión y/o neutralización de PDGFRβ o VEGF-A en ensayos descritos en el presente documento. (Véanse los 
Ejemplos, infra.) Estas regiones variables se manipularon para generar diversas entidades de unión, incluyendo 
scFv que se unen y/o neutralizan PDGFRβ o VEGF-A. Las siguientes Tablas 2 y 4 muestran denominaciones de 
SEC ID Nº de nucleótidos y aminoácidos para grupos de anticuerpos anti-PDGFRβ y anti-VEGF-A identificados por 35 
su capacidad de unirse y neutralizar PDGFRβ y VEGF-A, mientras que las Tablas 3 y 5 enumeran las posiciones de 
los restos aminoacídicos correspondientes a las regiones flanqueantes y CDR de los anticuerpos anti-PDGFRβ y 
anti-VEGF-A enumerados en las Tablas 2 y 4. 

Tabla 2: Designaciones de SEC ID Nº para grupos de anticuerpos anti-PDGFRβ 

Nº de 
grupo 

SEC ID Nº de 
nucleótidos de VL  

SEC ID Nº de polipéptido 
de VL 

SEC ID Nº de 
nucleótidos de VH  

SEC ID Nº de polipéptido 
de VH  

597 5 6 7 8 

600 9 10 11 12 

607 13 14 15 16 

613 17 18 19 20 

941 21 22 23 24 

946 25 26 27 28 

947 29 30 31 32 

949 33 34 35 36 

975 37 38 39 40 

997 41 42 43 44 
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(continuación) 

Nº de 
grupo 

SEC ID Nº de 
nucleótidos de VL  

SEC ID Nº de polipéptido 
de VL 

SEC ID Nº de 
nucleótidos de VH  

SEC ID Nº de polipéptido 
de VH  

1035 45 46 47 48 

1223 49 50 51 52 

1228 53 54 55 56 

1230 57 58 59 60 

1231 61 62 63 64 

1236 65 66 67 68 

1238 69 70 71 72 

1244 73 74 75 76 

1245 77 78 79 80 

1299 81 82 83 84 

1312 85 86 87 88 

1314 89 90 91 92 

1317 93 94 95 96 

1322 97 98 99 100 

1323 101 102 103 104 

1330 105 106 107 108 

1334 109 110 111 112 

1345 113 114 115 116 

1346 117 118 119 120 

1359 121 122 123 124 

1365 125 126 127 128 

1402 129 130 131 132 

1515 133 134 135 136 

1531 137 138 139 140 

1535 141 142 143 144 

1541 145 146 147 148 

1550 149 150 151 152 

1564 153 154 155 156 

1601 157 158 159 160 

1629 161 162 163 164 
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29 

Tabla 4: Designaciones de SEC ID Nº para grupos de anticuerpos anti-VEGF-A 

Nº de 
grupo 

SEC ID Nº de 
nucleótidos de VL  

SEC ID Nº de polipéptido 
de VL 

SEC ID Nº de 
nucleótidos de VH  

SEC ID Nº de polipéptido 
de VH  

635 165 166 167 168 

636 169 170 171 172 

638 173 174 175 176 

656 177 178 179 180 

665 181 182 183 184 

668 185 186 187 188 

669 189 190 191 192 

679 193 194 195 196 

695 197 198 199 200 

709 201 202 203 204 

710 205 206 207 208 

741 209 210 211 212 

752 213 214 215 216 

772 217 218 219 220 

779 221 222 223 224 

799 225 226 227 228 

830 229 230 231 232 

844 233 234 235 236 

847 237 238 239 240 

868 241 242 243 244 

870 245 246 247 248 

883 249 250 251 252 

887 253 254 255 256 

901 257 258 259 260 

905 261 262 263 264 

909 265 266 267 268 

928 269 270 271 272 

1036 273 274 275 276 

1039 277 278 279 280 

1040 281 282 283 284 

1044 285 286 287 288 

1048 289 290 291 292 

E09724060
03-04-2014ES 2 456 296 T3
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(continuación) 

Nº de 
grupo 

SEC ID Nº de 
nucleótidos de VL  

SEC ID Nº de polipéptido 
de VL 

SEC ID Nº de 
nucleótidos de VH  

SEC ID Nº de polipéptido 
de VH  

1056 293 294 295 296 

1064 297 298 299 300 

1080 301 302 303 304 

1092 305 306 307 308 

1094 309 310 311 312 

1096 313 314 315 316 

1107 317 318 319 320 

1111 321 322 323 324 

1123 325 326 327 328 

1135 329 330 331 332 

1142 333 334 335 336 

1155 337 338 339 340 

1250 341 342 343 344 

1252 345 346 347 348 

1254 349 350 351 352 

1257 353 354 355 356 

1264 357 358 359 360 

1266 361 362 363 364 

1268 365 366 367 368 

1269 369 370 371 372 

1270 373 374 375 376 

1281 377 378 379 380 

1283 381 382 383 384 

1285 385 386 387 388 

1409 389 390 391 392 

1410 393 394 395 396 

1413 397 398 399 400 

1416 401 402 403 404 

1420 405 406 407 408 

1428 409 410 411 412 

1437 413 414 415 416 

1449 417 418 419 420 

E09724060
03-04-2014ES 2 456 296 T3
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(continuación) 

Nº de 
grupo 

SEC ID Nº de 
nucleótidos de VL  

SEC ID Nº de polipéptido 
de VL 

SEC ID Nº de 
nucleótidos de VH  

SEC ID Nº de polipéptido 
de VH  

1458 421 422 423 424 

1476 425 426 427 428 

1479 429 430 431 432 
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36 

Los anticuerpos anti-PDGFRβ y anti-VEGF-A enumerados en las Tablas 2-5 se agruparon en familias de CDR 
consenso. La siguiente Tabla 6 muestra las CDR consenso para anticuerpos anti-PDGFRβ y VEGF-A. 
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En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-PDGFRβ o anti-VEGF-A descrito en el presente documento comprende 
una o más CDR consenso como se muestra para la familia de CDR A, B, o C en la Tabla 6. Por ejemplo, en ciertas 
realizaciones, el anticuerpo comprende una CDR consenso de cadena pesada (al menos una de las regiones 
HCDR1, HCDR2, y HCDR3) y/o una correspondiente CDR consenso de cadena ligera (al menos una de las regiones 
LCDR1, LCDR2, y LCDR3) como se muestra para la familia de CDR A, B, o C en la Tabla 6. En realizaciones 5 
típicas, el anticuerpo anti-PDGFRβ tiene dos o tres CDR consenso de cadena pesada y/o dos o tres CDR consenso 
de cadena ligera como se muestra para la familia de CDR A, B, o C en la Tabla 6. En ciertas realizaciones, donde un 
anticuerpo anti-PDGFRβ o anti-VEGF-A tiene al menos una CDR consenso de cadena pesada como se muestra 
para la familia de CDR A, B, o C en la Tabla 6, el anticuerpo comprende adicionalmente al menos una CDR 
consenso de cadena ligera de la misma familia de CDR. 10 

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-PDGFRβ o anti-VEGF-A descrito en el presente documento comprende 
una o más CDR de un anticuerpo anti-PDGFRβ o anti-VEGF-A enumerado en la Tabla 2 o Tabla 4 (límites de las 
correspondientes regiones CDR mostradas en las Tablas 3 y 5, respectivamente). Por ejemplo, en ciertas 
variaciones, el anticuerpo comprende una CDR de cadena pesada (al menos una de las regiones HCDR1, HCDR2, 
y HCDR3) y/o una correspondiente CDR de cadena ligera (al menos una de las regiones LCDR1, CDR2, y LCDR3) 15 
de un anticuerpo enumerado en la Tabla 2 o Tabla 4. En realizaciones típicas, el anticuerpo anti-PDGFRβ o anti-
VEGF-A tiene dos o tres CDR de cadena pesada y/o dos o tres CDR de cadena ligera de un anticuerpo enumerado 
en la Tabla 2 o Tabla 4. En algunas variaciones, donde un anticuerpo anti-PDGFRβ o anti-VEGF-A tiene al menos 
una CDR de cadena pesada de un anticuerpo enumerado en la Tabla 2 o Tabla 4, el anticuerpo comprende 
adicionalmente al menos una CDR de cadena ligera correspondiente. 20 

En ciertas realizaciones típicas, un anticuerpo anti-PDGFRβ o anti-VEGF-A incluye un dominio variable de cadena 
pesada y/o ligera, teniendo el dominio variable de cadena pesada o ligera (a) una serie de tres CDR correspondiente 
a las CDR consenso de cadena pesada o ligera mostradas para la familia de CDR A, B, o C en la Tabla 6, y (b) una 
serie de cuatro regiones flanqueantes. 

En variaciones particulares, un anticuerpo anti-PDGFRβ o anti-VEGF-A incluye un dominio variable de cadena 25 
pesada y/o ligera, teniendo el dominio variable de cadena pesada o ligera (a) una serie de tres CDR correspondiente 
a las CDR de cadena pesada o ligera mostradas para un anticuerpo enumerado en la Tabla 2 o Tabla 4, y (b) una 
serie de cuatro regiones flanqueantes. Por ejemplo, un anticuerpo anti-PDGFRβ o anti-VEGF-A puede incluir un 
dominio variable de cadena pesada y/o ligera, donde el dominio variable de cadena pesada o ligera tiene (a) una 
serie de tres CDR, en que la serie de CDR es de un anticuerpo enumerado en la Tabla 2 o Tabla 4, y (b) una serie 30 
de cuatro regiones flanqueantes, en que la serie de regiones flanqueantes es idéntica a o diferente de la serie de 
regiones flanqueantes del mismo anticuerpo enumerado en la Tabla 2 o Tabla 4. 

En realizaciones específicas, un anticuerpo anti-PDGFRβ o anti-VEGF-A incluye una región variable de cadena 
pesada y/o región variable de cadena ligera que es sustancialmente idéntica a las regiones variables de cadena 
pesada y/o ligera de un anticuerpo enumerado en la Tabla 2 o Tabla 4. 35 

Por consiguiente, en ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-PDGFRβ tiene (a) un dominio variable de cadena 
pesada que es al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al 
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, o al menos un 99,5 % idéntico a la secuencia de 
aminoácidos de un polipéptido VH enumerado en la Tabla 2 y/o (b) un dominio variable de cadena ligera que es al 
menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al 40 
menos un 98 %, al menos un 99 %, o al menos un 99,5 % idéntico a la secuencia de aminoácidos de un polipéptido 
VL enumerado en la Tabla 2. En ciertas realizaciones, el anticuerpo anti-PDGFRβ incluye (a) una región variable de 
cadena pesada que tiene la secuencia de aminoácidos de un polipéptido VH enumerado en la Tabla 2 y/o (b) una 
región variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoácidos de un polipéptido VL enumerado en la Tabla 
2. Normalmente, cuando un anticuerpo comprende tanto un dominio variable de cadena pesada como un dominio 45 
variable de cadena ligera, las cadenas pesada y ligera corresponden al mismo anticuerpo de referencia de la Tabla 
2. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-PDGFRβ comprende dominios variables de cadena ligera 
y pesada que tienen respectivas secuencias de aminoácidos de VL y VH seleccionadas entre los siguientes pares de 
secuencias de VL/VH: SEC ID Nº 6 y 8; SEC ID Nº 10 y 12; SEC ID Nº 14 y 16; SEC ID Nº 18 y 20; SEC ID Nº 22 y 
24; SEC ID Nº 26 y 28; SEC ID Nº 30 y 32; SEC ID Nº 34 y 36; SEC ID Nº 38 y 40; SEC ID Nº 42 y 44; SEC ID Nº 46 50 
y 48; SEC ID Nº 50 y 52; SEC ID Nº 54 y 56; SEC ID Nº 58 y 60; SEC ID Nº 62 y 64; SEC ID Nº 66 y 68; SEC ID Nº 
70 y 72; SEC ID Nº 74 y 76; SEC ID Nº 78 y 80; SEC ID Nº 82 y 84; SEC ID Nº 86 y 88; SEC ID Nº 90 y 92; SEC ID 
Nº 94 y 96; SEC ID Nº 98 y 100; SEC ID Nº 102 y 104; SEC ID Nº 106 y 108; SEC ID Nº 110 y 112; SEC ID Nº 114 y 
116; SEC ID Nº 118 y 120; SEC ID Nº 122 y 124; SEC ID Nº 126 y 128; SEC ID Nº 130 y 132; SEC ID Nº 134 y 136; 
SEC ID Nº 138 y 140; SEC ID Nº 142 y 144; SEC ID Nº 146 y 148; SEC ID Nº 150 y 152; SEC ID Nº 154 y 156; SEC 55 
ID Nº 158 y 160; y SEC ID Nº 162 y 164. 

En otras realizaciones, un anticuerpo anti-VEGF-A tiene (a) un dominio variable de cadena pesada que es al menos 
un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos 
un 98 %, al menos un 99 %, o al menos un 99,5 % idéntico a la secuencia de aminoácidos de un polipéptido VH 
enumerado en la Tabla 4 y/o (b) un dominio variable de cadena ligera que es al menos un 80 %, al menos un 85 %, 60 
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al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, o 
al menos un 99,5 % idéntico a la secuencia de aminoácidos de un polipéptido VL enumerado en la Tabla 4. En 
ciertas realizaciones, el anticuerpo anti-VEGF-A incluye (a) una región variable de cadena pesada que tiene la 
secuencia de aminoácidos de un polipéptido VH enumerado en la Tabla 4 y/o (b) una región variable de cadena 
ligera que tiene la secuencia de aminoácidos de un polipéptido VL enumerado en la Tabla 4. Normalmente, cuando 5 
un anticuerpo comprende tanto un dominio variable de cadena pesada como un dominio variable de cadena ligera, 
las cadenas pesada y ligera corresponden al mismo anticuerpo de referencia de la Tabla 4. Por ejemplo, en ciertas 
realizaciones, un anticuerpo anti-VEGF-A comprenden dominios variables de cadena ligera y pesada que tienen las 
respectivas secuencias de aminoácidos de VL y VH seleccionadas entre los siguientes pares de secuencias de VL/VH: 
SEC ID Nº 166 y 168; SEC ID Nº 170 y 172; SEC ID Nº 174 y 176; SEC ID Nº 178 y 180; SEC ID Nº 182 y 184; SEC 10 
ID Nº 186 y 188; SEC ID Nº 190 y 192; SEC ID Nº 194 y 196; SEC ID Nº 198 y 200; SEC ID Nº 202 y 204; SEC ID 
Nº 206 y 208; SEC ID Nº 210 y 212; SEC ID Nº 214 y 216; SEC ID Nº 218 y 220; SEC ID Nº 222 y 224; SEC ID Nº 
226 y 228; SEC ID Nº 230 y 232; SEC ID Nº 234 y 236; SEC ID Nº 238 y 240; SEC ID Nº 242 y 244; SEC ID Nº 246 
y 248; SEC ID Nº 250 y 252; SEC ID Nº 254 y 256; SEC ID Nº 258 y 260; SEC ID Nº 262 y 264; SEC ID Nº 266 y 
268; SEC ID Nº 270 y 272; SEC ID Nº 274 y 276; SEC ID Nº 278 y 280; SEC ID Nº 282 y 284; SEC ID Nº 286 y 288; 15 
SEC ID Nº 290 y 292; SEC ID Nº 294 y 296; SEC ID Nº 298 y 300; SEC ID Nº 302 y 304; SEC ID Nº 306 y 308; SEC 
ID Nº 310 y 312; SEC ID Nº 314 y 316; SEC ID Nº 318 y 320; SEC ID Nº 322 y 324; SEC ID Nº 326 y 328; SEC ID 
Nº 330 y 332; SEC ID Nº 334 y 336; SEC ID Nº 338 y 340; SEC ID Nº 342 y 344; SEC ID Nº 346 y 348; SEC ID Nº 
350 y 352; SEC ID Nº 354 y 356; SEC ID Nº 358 y 360; SEC ID Nº 362 y 364; SEC ID Nº 366 y 368; SEC ID Nº 370 
y 372; SEC ID Nº 374 y 376; SEC ID Nº 378 y 380; SEC ID Nº 382 y 384; SEC ID Nº 386 y 388; SEC ID Nº 390 y 20 
392; SEC ID Nº 394 y 396; SEC ID Nº 398 y 400; SEC ID Nº 402 y 404; SEC ID Nº 406 y 408; SEC ID Nº 410 y 412; 
SEC ID Nº 414 y 416; SEC ID Nº 418 y 420; SEC ID Nº 422 y 424; SEC ID Nº 426 y 428; y SEC ID Nº 430 y 432. 

En algunas realizaciones, un anticuerpo descrito en el presente documento incluye una región variable de cadena 
pesada y/o ligera que comprende al menos una CDR que tiene cero, una, dos, tres o cuatro sustituciones de 
aminoácidos relativas a una CDR de un polipéptido VL o VH enumerado en las Tablas 2 ó 4 (intervalos de 25 
aminoácidos de CDR mostrados en las Tablas 3 y 5, respectivamente). En ciertas variaciones, por ejemplo, un 
anticuerpo anti-PDGFRβ comprende las CDR de cadena pesada HCDR1, HCDR2, y HCDR3, en las que al menos 
una de HCDR1, HCDR2, y HCDR3 comprende cero, una, dos, tres o cuatro sustituciones de aminoácidos relativas a 
un polipéptido VH enumerado en la Tabla 2. En otras variaciones, un anticuerpo anti-PDGFRβ comprende las CDR 
de cadena ligera LCDR1, LCDR2, y LCDR3, en las que al menos una de LCDR1, LCDR2, y LCDR3 comprende 30 
cero, una, dos, tres o cuatro sustituciones de aminoácidos relativas a un polipéptido VL enumerado en la Tabla 2. En 
ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-PDGFRβ comprende ambas series de CDR de cadena pesada y cadena 
ligera que las anteriores. Anticuerpos anti-PDGFRβ particularmente adecuados comprenden un dominio variable de 
cadena ligera que comprende las CDR LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio variable de cadena pesada que 
comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y HCDR3, en los que dicha serie de CDR de cadena pesada y ligera tiene 6 o 35 
menos, normalmente cinco o menos, más normalmente cuatro o menos, y mucho más normalmente 3 o menos 
sustituciones de aminoácidos relativas a las CDR de cadena pesada y ligera de un anticuerpo enumerado en la 
Tabla 2. 

En otras variaciones, un anticuerpo anti-VEGF-A descrito en el presente documento comprende las CDR de cadena 
pesada HCDR1, HCDR2, y HCDR3, en las que al menos una de HCDR1, HCDR2, y HCDR3 comprende cero, una, 40 
dos, tres o cuatro sustituciones de aminoácidos relativas a un polipéptido VH enumerado en la Tabla 4. En otras 
variaciones, un anticuerpo anti-VEGF-A comprende las CDR de cadena ligera LCDR1, LCDR2, y LCDR3, en las que 
al menos una de LCDR1, LCDR2, y LCDR3 comprende cero, una, dos, tres o cuatro sustituciones de aminoácidos 
relativas a un polipéptido VL enumerado en la Tabla 4. En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-VEGF-A 
comprende ambas series de CDR de cadena pesada y cadena ligera que las anteriores. Anticuerpos anti-VEGF-A 45 
particularmente adecuados comprenden un dominio variable de cadena ligera que comprende las CDR LCDR1, 
LCDR2, y LCDR3 y un dominio variable de cadena pesada que comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y HCDR3, en 
los que dicha serie de CDR de cadena pesada y ligera tiene 6 o menos, normalmente cinco o menos, más 
normalmente cuatro o menos, y mucho más normalmente 3 o menos sustituciones de aminoácidos relativas a las 
CDR de cadena pesada y ligera de un anticuerpo enumerado en la Tabla 4. 50 

En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-PDGFRβ descrito en el presente documento comprende un dominio VL 
que comprende las CDR LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y 
HCDR3, donde LCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 433; LCDR2 tiene la secuencia 
de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 434; LCDR3 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID 
Nº 435; HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 436; HCDR2 tiene la secuencia de 55 
aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 437; y HCDR3 tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el 
grupo que consiste en las SEC ID Nº 438-442. En algunas de estas realizaciones de un anticuerpo anti-PDGFRβ, 
LCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 443; LCDR3 tiene la secuencia de 
aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 444; y HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 
445. Por ejemplo, en algunas variaciones, LCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 443; 60 
LCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 434; LCDR3 tiene la secuencia de 
aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 444; HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 
446; HCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 447, y HCDR3 tiene una secuencia de 
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aminoácidos expuesta en la SEC ID Nº 441 o SEC ID Nº 442. En otras variaciones, LCDR1 tiene la secuencia de 
aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 443; LCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 
434; LCDR3 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 444; y HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen 
las secuencias de CDR de cadena pesada de un anticuerpo seleccionado entre el grupo que consiste en c597, 975, 
c600, c941, c949, y c1035. 5 

En otras realizaciones de un anticuerpo anti-PDGFRβ, LCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la 
SEC ID Nº 433; LCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos de LCDR2 de un anticuerpo seleccionado entre el grupo 
que consiste en c597 y c600 (los restos 56-62 de la SEC ID Nº 6 ó 10); LCDR3 tiene la secuencia de aminoácidos 
de LCDR3 de un anticuerpo seleccionado entre el grupo que consiste en c597, c600, y c1035 (los restos 95-103 de 
la SEC ID Nº 6, 10, ó 46); HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos de HCDR1 de un anticuerpo seleccionado 10 
entre el grupo que consiste en c597, c600, c941, c949, y c1035 (los restos 31-35 de la SEC ID Nº 8, 12, 24, 36, ó 
48); HCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos de HCDR2 de un anticuerpo seleccionado entre el grupo que 
consiste en c597, c600, c941, c949, y c1035 (los restos 50-66 de la SEC ID Nº 8, 12, 24, 36, ó 48); y HCDR3 tiene 
una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 438-442. En algunas de 
estas realizaciones, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos de LCDR2, 15 
LCDR3, HCDR1, HCDR2, y HCDR3 de un anticuerpo seleccionado entre el grupo que consiste en c597, c600, c941, 
c949, c975, y c1035. En variaciones específicas, el anticuerpo comprende los dominios VL y VH de un anticuerpo 
seleccionado entre el grupo que consiste en c597, c600, c941, c949, c975, y c1035. 

En otras realizaciones, un anticuerpo anti-PDGFRβ descrito en el presente documento comprende un dominio VL 
que comprende las CDR LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y 20 
HCDR3, en el que dicha serie de CDR de VL y VH tiene 3 o menos sustituciones de aminoácidos con relación a una 
segunda serie de CDR, donde dicha segunda serie de CDR tiene las secuencias de aminoácidos de LCDR1, 
LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2, y HCDR3 de un anticuerpo seleccionado entre el grupo que consiste en c597, 
c600, c941, c949, c975, y c1035. En variaciones particulares, el anticuerpo comprende ninguna, una, o dos 
sustituciones de aminoácidos en dicha serie de CDR. 25 

En otras realizaciones más, un anticuerpo anti-PDGFRβ descrito en el presente documento comprende un dominio 
VL que comprende las CDR LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y 
HCDR3, en el que dicha serie de CDR de VL y VH tiene 3 o menos sustituciones de aminoácidos con relación a una 
segunda serie de CDR en que las secuencias de aminoácidos de LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2, y 
HCDR3 del anticuerpo tienen la designación de grupo c613. En variaciones particulares, el anticuerpo comprende 30 
ninguna, una, o dos sustituciones de aminoácidos en dicha serie de CDR. En algunas realizaciones, el anticuerpo 
comprende las CDR del anticuerpo c613. Por ejemplo, en una variación específica, el anticuerpo comprende los 
dominios VL y VH del anticuerpo c613 (es decir, el dominio VL comprende una secuencia de aminoácidos mostrada 
en la SEC ID Nº 18 y el dominio VH comprende una secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 20). 

En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-VEGF-A descrito en el presente documento comprende un dominio VL 35 
que comprende las CDR LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y 
HCDR3, donde LCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 448; LCDR2 tiene la secuencia 
de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 449; LCDR3 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID 
Nº 450; HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 451; HCDR2 tiene la secuencia de 
aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 452; y HCDR3 tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el 40 
grupo que consiste en las SEC ID Nº 453-461. En algunas de estas realizaciones de un anticuerpo VEGF-A, LCDR1 
tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 462; LCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos 
mostrada en la SEC ID Nº 464; LCDR3 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 466; HCDR1 
tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 468; HCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos 
mostrada en la SEC ID Nº 470; y HCDR3 tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que 45 
consiste en las SEC ID Nº 453-459. En variaciones específicas de dicho anticuerpo anti-VEGF-A, LCDR1 y LCDR2 
tienen las secuencias de aminoácidos de LCDR1 y LCDR2 de un anticuerpo seleccionado entre el grupo que 
consiste en c636, c868, c1039, c1092, c1111, c1135, c1270, c1410, y c1476 (secuencias de aminoácidos 
mostradas, respectivamente, en los restos 24-34 y los restos 50-56 de la SEC ID Nº 170, SEC ID Nº 242, SEC ID Nº 
278, SEC ID Nº 306, SEC ID Nº 322, SEC ID Nº 330, SEC ID Nº 374, SEC ID Nº 394, o SEC ID Nº 426). En algunas 50 
de estas variaciones, HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos de HCDR1 de un anticuerpo seleccionado entre el 
grupo que consiste en c636, c868, c1039, c1092, y c1111 (los restos 31-35 de la SEC ID Nº 172, 244, 280, 308, ó 
324); en realizaciones particulares en que HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos de HCDR1 del anticuerpo 
c1039, HCDR2 opcionalmente tiene la secuencia de aminoácidos de HCDR2 de un anticuerpo seleccionado entre el 
grupo que consiste en c1039, c1270, y c1476 (los restos 50-66 de la SEC ID Nº 280, 376, ó 428). 55 

En algunas realizaciones de un anticuerpo anti-VEGF-A descrito en el presente documento, LCDR1 tiene la 
secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 463; LCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la 
SEC ID Nº 465; LCDR3 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 467; HCDR1 tiene la 
secuencia de aminoácidos de HCDR1 del anticuerpo c1039 (los restos 31-35 de la SEC ID Nº 280); HCDR2 tiene la 
secuencia de aminoácidos de HCDR2 del anticuerpo c1039 (los restos 50-66 de la SEC ID Nº 280); y HCDR3 tiene 60 
una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 453-461. En algunas de 
estas realizaciones, HCDR3 tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en las 
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SEC ID Nº 453, 458, y 459. 

En otras realizaciones de un anticuerpo anti-VEGF-A descrito en el presente documento, LCDR1 tiene la secuencia 
de aminoácidos de LCDR1 de un anticuerpo seleccionado entre el grupo que consiste en c636, c1135, c1410, y 
c1476 (los restos 24-34 de la SEC ID Nº 170, 330, 394, ó 426); LCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos de 
LCDR2 de un anticuerpo seleccionado entre el grupo que consiste en c636, c868, c1111, c1135, c1410, y c1476 (los 5 
restos 50-56 de la SEC ID Nº 170, 242, 322, 330, 394, ó 426); LCDR3 tiene la secuencia de aminoácidos de LCDR3 
de un anticuerpo seleccionado entre el grupo que consiste en c636, c868, c1039, c1410, y c1476 (los restos 89-97 
de la SEC ID Nº 170, 242, 278, 394, ó 426); HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos de HCDR1 de un anticuerpo 
seleccionado entre el grupo que consiste en c636, c868, c1039, c1092, y c1111 (los restos 31-35 de la SEC ID Nº 
172, 244, 280, 308, ó 324); HCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos de HCDR2 de un anticuerpo seleccionado 10 
entre el grupo que consiste en c636, c868, c1039, y c1111 (los restos 50-66 de la SEC ID Nº 172, 244, 280, ó 324); y 
HCDR3 tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 453-461. 
En variaciones específicas, el anticuerpo anti-VEGF-A tiene las CDR LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2, y 
HCDR3 de un anticuerpo seleccionado entre el grupo que consiste en las CDR de c636, c868, c1039; c1092; c1111; 
c1135; c1270; c1410; y c1476. Por ejemplo, en realizaciones particulares, el anticuerpo anti-VEGF-A tiene los 15 
dominios variables de cadena ligera y pesada (VL y VH) de un anticuerpo seleccionado entre el grupo que consiste 
en las CDR de c636, c868, c1039; c1092; c1111; c1135; c1270; c1410; y c1476. 

En otras realizaciones, un anticuerpo anti-VEGF-A descrito en el presente documento comprende un dominio VL que 
comprende las CDR LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y 
HCDR3, en el que dicha serie de CDR de VL y VH tiene 3 o menos sustituciones de aminoácidos con relación a una 20 
segunda serie de CDR, donde dicha segunda serie de CDR tiene las secuencias de aminoácidos de LCDR1, 
LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2, y HCDR3 de un anticuerpo seleccionado entre el grupo que consiste en las CDR 
de c636, c868, c1039; c1092; c1111; c1135; c1270; c1410; y c1476. En variaciones particulares, el anticuerpo 
comprende ninguna, una, o dos sustituciones de aminoácidos en dicha serie de CDR. 

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-VEGF-A descrito en el presente documento comprende un dominio VL 25 
que comprende las CDR LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y 
HCDR3, donde LCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 462; LCDR2 tiene la secuencia 
de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 463; LCDR3 tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el 
grupo que consiste en las SEC ID Nº 464 y 465; HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID 
Nº 466; HCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 467; y HCDR3 tiene una secuencia de 30 
aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 468-470. En algunas de estas realizaciones, 
LCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 471; LCDR2 tiene la secuencia de 
aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 474; HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 
477; HCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 478; y HCDR3 tiene una secuencia de 
aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 468 y 469. 35 

En otra de estas realizaciones de un anticuerpo anti-VEGF-A, LCDR1 tiene una secuencia de aminoácidos mostrada 
en la SEC ID Nº 472; LCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 475; HCDR1 tiene la 
secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 477; HCDR2 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en 
la SEC ID Nº 478; y HCDR3 tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en las 
SEC ID Nº 468 y 469. En variaciones particulares, HCDR1, HCDR2, y HCDR3 tienen las secuencias de aminoácidos 40 
de HCDR1, HCDR2, y HCDR3 del anticuerpo c870 (mostradas respectivamente en los restos 31-35, los restos 50-
66, y los restos 99-102 de la SEC ID Nº 248). En algunas de estas variaciones, LCDR2 tiene la secuencia de 
aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 479 y LCDR3 tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 
480. 

En otras realizaciones de un anticuerpo anti-VEGF-A descrito en el presente documento, LCDR1 tiene la secuencia 45 
de aminoácidos de LCDR1 de un anticuerpo seleccionado entre el grupo que consiste en c752, c870, c1036, c1044, 
c1094, c1155, y c1257 (los restos 23-35 de la SEC ID Nº 214, 246, 274, 286, 310, 338, ó 354); LCDR2 tiene la 
secuencia de aminoácidos de LCDR2 de un anticuerpo seleccionado entre el grupo que consiste en c752, c870, 
c1036, c1044, c1094, c1155, y c1257 (los restos 51-57 de la SEC ID Nº 214, 246, 274, 286, 310, 338, ó 354); 
LCDR3 tiene la secuencia de aminoácidos de LCDR3 de un anticuerpo seleccionado entre el grupo que consiste en 50 
c752, c870, c1036, c1044, c1094, c1155, y c1257 (los restos 90-100 de la SEC ID Nº 214, 246, 274, 286, 310, ó 
338); HCDR1 tiene la secuencia de aminoácidos de HCDR1 de un anticuerpo seleccionado entre el grupo que 
consiste en c752, c870, y c1257 (los restos 31-35 de la SEC ID Nº 216, 248, ó 356); y HCDR2 tiene la secuencia de 
aminoácidos de HCDR2 de un anticuerpo seleccionado entre el grupo que consiste en c752, c870, y c1257 (los 
restos 50-66 de la SEC ID Nº 216, 248, ó 356). En variaciones específicas, el anticuerpo anti-VEGF-A tiene las CDR 55 
LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2, y HCDR3 de un anticuerpo seleccionado entre el grupo que consiste en 
c752, c870, c1036, c1044, c1094, c1155, y c1257. Por ejemplo, en realizaciones particulares, el anticuerpo anti-
VEGF-A tiene los dominios variables de cadena ligera y pesada (VL y VH) de un anticuerpo seleccionado entre el 
grupo que consiste en c752, c870, c1036, c1044, c1094, c1155, y c1257. 

En otras realizaciones más, un anticuerpo anti-VEGF-A descrito en el presente documento comprende un dominio VL 60 
que comprende las CDR LCDR1, LCDR2, y LCDR3 y un dominio VH que comprende las CDR HCDR1, HCDR2, y 
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HCDR3, en el que dicha serie de CDR de VL y VH tiene 3 o menos sustituciones de aminoácidos con relación a una 
segunda serie de CDR, donde dicha segunda serie de CDR tiene las secuencias de aminoácidos de LCDR1, 
LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2, y HCDR3 de un anticuerpo seleccionado entre el grupo que consiste en c752, 
c870, c1036, c1044, c1094, c1155, y c1257. En variaciones particulares, el anticuerpo comprende ninguna, una, o 
dos sustituciones de aminoácidos en dicha serie de CDR. 5 

Los epítopos reconocidos por anticuerpos anti-PDGFRβ descritos en el presente documento normalmente incluyen 
cinco o más aminoácidos del dominio extracelular de PDGFRβ humano (los restos 33-531 de la SEC ID Nº 4). Los 
epítopos preferidos comprenden al menos un aminoácido incluido dentro de una o más de las siguientes regiones 
polipeptídicas de PDGFRβ: LVVTLHEKKGDVALPVPYDH (los restos 156-175 de la SEC ID Nº 4); DREVDSDAYY 
(restos aminoacídicos 196-205 de la SEC ID Nº 4); KTTIGDREVDSDAYYVYRLQ (los restos 191-210 de la SEC ID 10 
Nº 4); ITLMCIVIGNEVVNFEWTYP (los restos 231-250 de la SEC ID Nº 4); y RKESGRLVEPVTDFLLDMPY (los 
restos 251-270 de la SEC ID Nº 4). En ciertas realizaciones, el epítopo comprende al menos dos, al menos tres, al 
menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, o al menos siete aminoácidos de una o más de las regiones 
polipeptídicas de PDGFRβ mostradas en los restos 196-205 y 251-270 de la SEC ID Nº 4. En algunas variaciones, 
dichos epítopos de PDGFRβ son epítopos determinados por mapeado de epítopos en microserie de péptidos que 15 
comprende el uso de péptidos solapantes de PDGFRβ (por ejemplo, péptidos de 20 monómeros con, por ejemplo, 5 
desplazamientos de aminoácido entre cada par de péptidos secuenciales). 

En algunas variaciones relacionadas, un anticuerpo anti-PDGFRβ descrito en el presente documento se une a un 
epítopo que comprende uno o más aminoácidos incluidos dentro de una primera región polipeptídica de PDGFRβ 
mostrada en los restos aminoacídicos 251-270 de la SEC ID Nº 4. Los anticuerpos anti-PDGFRβ a modo de ejemplo 20 
que tienen esta especificidad de epítopo incluyen anticuerpos que comprenden dominios variables de cadena ligera 
y pesada que tienen respectivas secuencias de aminoácidos de VL y VH seleccionadas entre los siguientes pares de 
secuencias de VL/VH: SEC ID Nº 6 y 8; SEC ID Nº 10 y 12; SEC ID Nº 22 y 24; y SEC ID Nº 46 y 48. En ciertas 
realizaciones, el epítopo comprende adicionalmente uno o más aminoácidos incluidos dentro de una segunda región 
polipeptídica de PDGFRβ mostrada en los restos aminoacídicos 196-205 ó 191-210 de la SEC ID Nº 4. Anticuerpos 25 
anti-PDGFRβ a modo de ejemplo de esta clase incluyen anticuerpos que comprenden dominios variables de cadena 
ligera y pesada que tienen respectivas secuencias de aminoácidos de VL y VH seleccionadas entre los siguientes 
pares de secuencias de VL/VH: SEC ID Nº 22 y 24; y SEC ID Nº 46 y 48. 

En otras realizaciones relacionadas, un anticuerpo anti-PDGFRβ descrito en el presente documento es capaz de 
unirse específicamente a un péptido inmovilizado derivado de PDGFRβ correspondiente a una o más de las 30 
regiones polipeptídicas de PDGFRβ especificadas anteriormente. Normalmente, el anticuerpo anti-PDGFRβ es 
capaz de unirse a dicho péptido derivado de PDGFRβ en que cualquier aminoácido correspondiente a un resto de 
cisteína en la SEC ID Nº 4 está sustituido con serina. En algunas realizaciones, el péptido derivado de PDGFRβ 
consta de 10, 15, 20, 22, 25, 27, ó 30 aminoácidos contiguos de la SEC ID Nº 4, en el que cualquier aminoácido 
correspondiente a un resto de cisteína está sustituido con serina. 35 

En ciertas variaciones, un anticuerpo anti-PDGFRβ es capaz de unirse a un péptido derivado de PDGFRβ que 
comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada entre las siguientes: DREVDSDAYY (SEC ID Nº 583); 
RKESGRLVEPVTDFLLDMPY (SEC ID Nº 569); LVVTLHEKKGDVALPVPYDH (SEC ID Nº 649); y 
ITLMCIVIGNEWNFEWTYP (SEC ID Nº 650). En variaciones específicas de un anticuerpo anti-PDGFRβ capaz de 
unirse a un péptido derivado de PDGFRβ que comprende la secuencia de aminoácidos DREVDSDAYY, el péptido 40 
derivado de PDGFRβ comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada entre las siguientes: 
RSYISKTTIGDREVDSDAYY (SEC ID Nº 566); KTTIGDREVDSDAYYVYRLQ (SEC ID Nº 567); y 
DREVDSDAYYVYRLQVSSIN (SEC ID Nº 568). En variaciones particulares, el péptido derivado de PDGFRβ consta 
de una secuencia de aminoácidos seleccionada entre las SEC ID Nº 566, 567, 568, 569, 649, y 650. 

En variaciones relacionadas, un anticuerpo anti-PDGFRβ descrito en el presente documento es capaz de unirse a un 45 
primer péptido inmovilizado que consta de la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 569. Anticuerpos 
anti-PDGFRβ a modo de ejemplo que tienen esta especificidad de epítopo incluyen anticuerpos que comprenden 
dominios variables de cadena ligera y pesada que tienen respectivas secuencias de aminoácidos de VL y VH 

seleccionadas entre los siguientes pares de secuencias de VL/VH: SEC ID Nº 6 y 8; SEC ID Nº 10 y 12; SEC ID Nº 
22 y 24; y SEC ID Nº 46 y 48. En ciertas realizaciones, dicho anticuerpo anti-PDGFRβ es adicionalmente capaz de 50 
unirse a un segundo péptido inmovilizado que consta de la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 
566, 567, o 568. Anticuerpos anti-PDGFRβ a modo de ejemplo de esta clase incluyen anticuerpos que comprenden 
dominios variables de cadena ligera y pesada que tienen respectivas secuencias de aminoácidos de VL y VH 
seleccionadas entre los siguientes pares de secuencias de VL/VH: SEC ID Nº 22 y 24; y SEC ID Nº 46 y 48. 

Los epítopos reconocidos por anticuerpos anti-VEGF-A descritos en el presente documento normalmente incluyen 55 
cinco o más aminoácidos de VEGF-A165 humano (los restos 27-191 de la SEC ID Nº 2). Los epítopos preferidos 
comprenden al menos un aminoácido incluido dentro de una o más de las siguientes regiones polipeptídicas de 
VEGF-A: HEVVKFMDVYQRSYCHPIETL (restos aminoacídicos 38-58 de la SEC ID Nº 2), EYIFKPSCVPLMRCG 
(restos aminoacídicos 70-84 de la SEC ID Nº 2), EESNITMQIMRIKPHQG (restos aminoacídicos 98-114 de la SEC 
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ID Nº 2), y PCGPCSERRKHLF (restos aminoacídicos 142-154). En ciertas realizaciones, el epítopo comprende al 
menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, o al menos siete aminoácidos de una o 
más de las regiones polipeptídicas de VEGF-A mostradas en los restos 38-58, 70-84, 98-114, y 142-154 de la SEC 
ID Nº 2. En algunas variaciones, dichos epítopos de VEGF-A son epítopos determinados por mapeado de epítopos 
en microserie de péptidos que comprende el uso de péptidos solapantes de VEGF-A (por ejemplo, péptidos de 13 5 
monómeros con, por ejemplo, 2 desplazamientos de aminoácidos entre cada par de péptidos secuenciales). 

En variaciones particulares de un anticuerpo anti-VEGF-A como los anteriores, el epítopo anti-VEGF-A comprende al 
menos un aminoácido incluido dentro de una o más de las siguientes regiones polipeptídicas de VEGF-A: 
KFMDVYQRSYC (restos aminoacídicos 42-52 de la SEC ID Nº 2), IFKPSCVPLMR (restos aminoacídicos 72-82 de 
la SEC ID Nº 2), IMRIKPHQG (restos aminoacídicos 106-114 de la SEC ID Nº 2), y PCGPCSERRKHLF (restos 10 
aminoacídicos 142-154). En ciertas realizaciones, el epítopo comprende al menos dos, al menos tres, al menos 
cuatro, al menos cinco, al menos seis, o al menos siete aminoácidos de una o más de las regiones polipeptídicas de 
VEGF-A mostradas en los restos 42-52, 72-82, 106-114, y 142-154 de la SEC ID Nº 2. 

En algunas variaciones relacionadas, un anticuerpo anti-VEGF-A descrito en el presente documento se une a un 
epítopo que comprende (a) uno o más aminoácidos incluidos dentro de una primera región polipeptídica de VEGF-A 15 
mostrada en los restos aminoacídicos 38-58 ó 42-52 de la SEC ID Nº 2 y (b) uno o más aminoácidos incluidos dentro 
de una segunda región polipeptídica de VEGF-A mostrada en los restos aminoacídicos 70-84 ó 72-82 de la SEC ID 
Nº 2. Anticuerpos anti-VEGF-A a modo de ejemplo que tienen esta especificidad de epítopo incluyen anticuerpos 
que comprenden dominios variables de cadena ligera y pesada que tienen respectivas secuencias de aminoácidos 
de VL y VH seleccionadas entre los siguientes pares de secuencias de VL/VH: SEC ID Nº 170 y 172; SEC ID Nº 242 y 20 
244; SEC ID Nº 246 y 248; y SEC ID Nº 278 y 280. 

En ciertas realizaciones de un anticuerpo anti-VEGF-A que se une a un epítopo que comprende (a) y (b) como 
anteriormente, el epítopo no comprende un aminoácido incluido dentro de una región polipeptídica de VEGF-A 
mostrada en los restos 90 a 132 de la SEC ID Nº 2 (EGLECVPTEESNITMQIMRIKPHQGQHIGEMSFLQHNKCECR 
P). Un anticuerpo anti-VEGF-A a modo de ejemplo de esta clase comprende dominios variables de cadena ligera y 25 
pesada que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas en las SEC ID Nº 246 y 248, respectivamente. 

En otras realizaciones de un anticuerpo anti-VEGF-A que se une a un epítopo que comprende (a) y (b) como 
anteriormente, el epítopo comprende adicionalmente (c) uno o más aminoácidos incluidos dentro de una tercera 
región polipeptídica de VEGF-A mostrada en los restos 96-114 ó 106-114 de la SEC ID Nº 2. Anticuerpos anti-
VEGF-A a modo de ejemplo de esta clase incluyen anticuerpos que comprenden dominios variables de cadena 30 
ligera y pesada que tienen respectivas secuencias de aminoácidos de VL y VH seleccionadas entre los siguientes 
pares de secuencias de VL/VH: SEC ID Nº 170 y 172; SEC ID Nº 242 y 244; y SEC ID Nº 278 y 280. 

En algunas realizaciones de un anticuerpo anti-VEGF-A que se une a un epítopo que comprende (a), (b), y (c) como 
anteriormente, el anticuerpo no se une a VEGF-A humano y de ratón con valores de Kd dentro del factor 10 del otro. 
Anticuerpos anti-VEGF-A a modo de ejemplo de esta clase incluyen anticuerpos que comprenden dominios variables 35 
de cadena ligera y pesada que tienen respectivas secuencias de aminoácidos de VL y VH seleccionadas entre los 
siguientes pares de secuencias de VL/VH: SEC ID Nº 242 y 244; y SEC ID Nº 278 y 280. 

En otras variaciones más de un anticuerpo anti-VEGF-A que se une a un epítopo que comprende (a) y (b) como 
anteriormente, el epítopo comprende adicionalmente (d) uno o más aminoácidos incluidos dentro de una cuarta 
región polipeptídica de VEGF-A mostrada en los restos 142-154 de la SEC ID Nº 2. Anticuerpos anti-VEGF-A a 40 
modo de ejemplo de esta clase incluyen anticuerpos que comprenden dominios variables de cadena ligera y pesada 
que tienen respectivas secuencias de aminoácidos de VL y VH seleccionadas entre los siguientes pares de 
secuencias de VL/VH: SEC ID Nº 242 y 244; y SEC ID Nº 278 y 280. 

En otras realizaciones relacionadas, un anticuerpo anti-VEGF-A descrito en el presente documento es capaz de 
unirse específicamente a un péptido inmovilizado derivado de VEGF-A correspondiente a una o más de las regiones 45 
polipeptídicas de VEGF-A especificadas anteriormente. Normalmente, el anticuerpo anti-VEGF-A es capaz de unirse 
a dicho péptido derivado de VEGF-A en que cualquier aminoácido correspondiente a un resto de cisteína en la SEC 
ID Nº 2 está sustituido con serina. En algunas realizaciones, el péptido derivado de VEGF-A consta de 10, 11, 13, 
15, 17, 20, ó 25 aminoácidos contiguos de la SEC ID Nº 2, en el que cualquier aminoácido correspondiente a un 
resto de cisteína está sustituido con serina. En variaciones particulares, un anticuerpo anti-VEGF-A es capaz de 50 
unirse a un péptido derivado de VEGF-A que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada entre las 
siguientes: KFMDVYQRS (SEC ID Nº 579), IFKPSSVPLMR (SEC ID Nº 580), IMRIKPHQG (SEC ID Nº 581), y 
GPSSERRKHLF (SEC ID Nº 582). En algunas de estas variaciones, el péptido derivado de VEGF-A es un péptido 
que consta de una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en HEVVKFMDVYQRS 
(SEC ID Nº 544), VVKFMDVYQRSYS (SEC ID Nº 545), KFMDVYQRSYSHP (SEC ID Nº 546), EYIFKPSSVPLMR 55 
(SEC ID Nº 552), IFKPSSVPLMRSG (SEC ID Nº 553), ITMQIMRIKPHQG (SEC ID Nº 558), IMRIKPHQGQHIG (SEC 
ID Nº 559), y PSGPSSERRKHLF (SEC ID Nº 560). 

En otras variaciones, un anticuerpo anti-VEGF-A es capaz de unirse a un péptido derivado de VEGF-Ha 
seleccionado entre los expuestos en la Tabla 33, infra. 
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En variaciones relacionadas, un anticuerpo anti-VEGF-A descrito en el presente documento es capaz de unirse a (a) 
un primer péptido inmovilizado derivado de VEGF-A que consta de 13 aminoácidos y que comprende la secuencia 
de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 579; y (b) un segundo péptido inmovilizado derivado de VEGF-A que 
consta de 13 aminoácidos y que comprende la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 580. 
Anticuerpos anti-VEGF-A a modo de ejemplo que tienen esta especificidad de epítopo incluyen anticuerpos que 5 
comprenden dominios variables de cadena ligera y pesada que tienen respectivas secuencias de aminoácidos de VL 
y VH seleccionadas entre los siguientes pares de secuencias de VL/VH: SEC ID Nº 170 y 172; SEC ID Nº 242 y 244; 
SEC ID Nº 246 y 248; y SEC ID Nº 278 y 280. 

En ciertas realizaciones de un anticuerpo anti-VEGF-A que se une al primero y al segundo péptido como 
anteriormente, el anticuerpo anti-VEGF-A no se une a un péptido (por ejemplo, un péptido que consta de 13 10 
aminoácidos) derivado de una región de VEGF-A incluida dentro de los restos aminoacídicos 90 a 132 de la SEC ID 
Nº 2. Un anticuerpo anti-VEGF-A a modo de ejemplo de esta clase comprende dominios variables de cadena ligera y 
pesada que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas en las SEC ID Nº 246 y 248, respectivamente. 

En otras realizaciones más de un anticuerpo anti-VEGF-A que se une al primero y al segundo péptido como 
anteriormente, el anticuerpo es adicionalmente capaz de unirse a un tercer péptido inmovilizado derivado de VEGF-15 
A que consta de 13 aminoácidos y que comprende la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 581. En 
algunas de estas realizaciones, el anticuerpo no se une a VEGF-A humano y de ratón con valores de Kd dentro del 
factor 10 del otro. Anticuerpos anti-VEGF-A a modo de ejemplo de esta clase incluyen anticuerpos que comprenden 
dominios variables de cadena ligera y pesada que tienen respectivas secuencias de aminoácidos de VL y VH 
seleccionadas entre los siguientes pares de secuencias de VL/VH: SEC ID Nº 242 y 244; y SEC ID Nº 278 y 280.  20 

En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-PDGFRβ o anti-VEGF-A es un fragmento de anticuerpo tal como, por 
ejemplo, un Fv, Fab, Fab', F(ab)2, F(ab')2, scFv, o diacuerpo. En algunas realizaciones preferidas, un anticuerpo anti-
PDGFRβ o anti-VEGF-A es un scFv. Las entidades scFv que se unen a PDGFRβ o VEGF-A pueden estar orientadas 
con la región ligera variable (VL) de forma amino terminal a la región pesada variable (VH) o de forma carboxilo 
terminal a la misma. En algunas variaciones, un scFv anti-PDGFRβ tiene las CDR de un anticuerpo anti-PDGFRβ 25 
enumerado en la Tabla 2 y/o un scFv anti-VEGF-A tiene las CDR de un anticuerpo anti-VEGF-A enumerado en la 
Tabla 4. En variaciones particulares, un scFv anti-PDGFRβ tiene los dominios VL y VH de un anticuerpo anti-
PDGFRβ enumerado en la Tabla 2 y/o un scFv anti-VEGF-A tiene los dominios VL y VH de un anticuerpo anti-VEGF-
A enumerado en la Tabla 4. En ciertas realizaciones, las CDR o los dominios VL y VH de un scFv anti-PDGFRβ son 
los de un anticuerpo anti-PDGFRβ seleccionado entre c597, c600, c941, c949, c975, c1035, y c613. En otras 30 
realizaciones, las CDR o los dominios VL y VH de un scFv anti-VEGF-A son los de un anticuerpo anti-VEGF-Ha 
seleccionado entre c636, c868, c1039, c1092, c1111, c1135, c1270, c 1410, c1476, c1155, c752, c870, c1036, 
c1094, c1044, y c1257. En variaciones específicas de un scFv anti-VEGF-A, el scFv comprende una secuencia de 
aminoácidos expuesta en la SEC ID Nº 498 ( scFv c1111.1; secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 
497); SEC ID Nº 500 (scFv c870.1; secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 499); SEC ID Nº 502 (scFv 35 
c1092.1; secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 501); SEC ID Nº 504 (scFv c1039.1; secuencia de 
nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 503); SEC ID Nº 506 (scFv c868.1; secuencia de nucleótidos mostrada en la 
SEC ID Nº 505); o SEC ID Nº 508 (scFv c1081.1; secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 507). 
Además, los scFv pueden proporcionarse en cualquiera de diversos formatos de anticuerpo biespecífico tales como, 
por ejemplo, scFv en tándem (tascFv), bi-Fv de cadena sencilla (biscFv), y anticuerpo monoclonal completo con un 40 
Fv de cadena sencilla (scFv) fusionado al extremo carboxilo (biAb) (véase infra). 

En ciertos aspectos, un anticuerpo anti-PDGFRβ o anti-VEGF-A descrito en el presente documento se proporciona 
como una composición de unión biespecífica. Como se usa en el presente documento, la expresión "composición de 
unión biespecífica" se refiere a una composición capaz de unirse específicamente a al menos dos moléculas diana 
diferentes mediante al menos dos entidades de unión que tienen diferentes especificidades de unión. Las entidades 45 
de unión pueden ser, por ejemplo, una proteína (por ejemplo, anticuerpo o receptor soluble) o molécula pequeña. 
Las entidades de unión de una composición de unión biespecífica pueden estar o no unidas físicamente. 

En ciertas realizaciones, una composición de unión biespecífica descrita en el presente documento neutraliza tanto 
PDGFRβ como una actividad biológica de una segunda molécula diana y comprende un anticuerpo anti-PDGFRβ 
descrito en el presente documento. En otras realizaciones, una composición de unión biespecífica de la invención 50 
neutraliza tanto VEGF-A como una actividad biológica de una segunda molécula diana y comprende un anticuerpo 
anti-VEGF-A descrito en el presente documento. Composiciones de unión biespecíficas preferidas son aquellas 
capaces de neutralizar tanto PDGFRβ como VEGF-A. Por consiguiente, en variaciones particulares, una 
composición de unión biespecífica comprende un anticuerpo anti-PDGFRβ descrito en el presente documento y una 
segunda entidad de unión capaz de neutralizar la actividad de VEGF-A. En otras variaciones, una composición de 55 
unión biespecífica comprende un anticuerpo anti-VEGF-A descrito en el presente documento y una segunda entidad 
de unión capaz de neutralizar la actividad de PDGFRβ. Las composiciones de unión biespecíficas particularmente 
preferidas descritas en el presente documento comprenden tanto un anticuerpo anti-PDGFRβ descrito en el presente 
documento como un anticuerpo anti-VEGF-A descrito en el presente documento. 

60 
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En ciertas realizaciones, se unen dos o más entidades diferentes de una composición de unión biespecífica 
mediante un enlazador para formar un multímero (por ejemplo, un dímero). Por ejemplo, en el caso de una 
composición de unión biespecífica que comprende una fusión de al menos dos componentes polipeptídicos (por 
ejemplo, un anticuerpo anti-PDGFRβ y otro componente polipeptídico; o un anticuerpo anti-VEGF-A y otro 
componente polipeptídico), puede emplearse una secuencia de enlazador peptídico para separar, por ejemplo, los 5 
componentes polipeptídicos por una distancia suficiente para asegurar que cada polipéptido se pliegue en sus 
estructuras secundaria y terciaria. Las proteínas de fusión pueden prepararse generalmente usando técnicas 
convencionales, incluyendo conjugación química. Las proteínas de fusión también pueden expresarse como 
proteínas recombinantes en un sistema de expresión por técnicas convencionales. Los enlazadores adecuados se 
describen adicionalmente en el presente documento, infra. 10 

Un enlazador puede ser de origen natural, sintético, o una combinación de ambos. Por ejemplo, un enlazador 
sintético puede ser un enlazador aleatorizado, por ejemplo, tanto en secuencia como en tamaño. En un aspecto, el 
enlazador aleatorizado puede comprender una secuencia completamente aleatorizada, u opcionalmente, el 
enlazador aleatorizado puede estar basado en secuencias naturales de enlazador. El enlazador puede comprender, 
por ejemplo, un resto no polipeptídico (por ejemplo, un polinucleótido), un polipéptido, o similares. 15 

Un enlazador puede ser rígido, o como alternativa, flexible, o una combinación de ambos. La flexibilidad del 
enlazador puede ser una función de la composición tanto del enlazador como de las subunidades con que el 
enlazador interacciona. El enlazador junta dos entidades de unión seleccionadas (por ejemplo, dos polipéptidos o 
proteínas diferentes, tales como dos anticuerpos diferentes) y mantiene las entidades independientes y separadas. 
El enlazador puede permitir que los dominios independientes y separados cooperen manteniendo aún sus 20 
propiedades separadas tales como múltiples sitios de unión diferentes para la misma diana en un multímero o, por 
ejemplo, múltiples sitios de unión diferentes para diferentes dianas en un multímero. En algunos casos, existe un 
puente disulfuro entre dos entidades de unión unidas o entre un enlazador y una entidad de unión. 

La elección de un enlazador adecuado para un caso específico donde tienen que conectarse dos o más entidades 
de unión puede depender de diversos parámetros incluyendo, por ejemplo, la naturaleza de las entidades de unión, 25 
la estructura y naturaleza de la diana a la que debe unirse la composición biespecífica, y/o la estabilidad del 
enlazador (por ejemplo, enlazador peptídico) hacia la proteolisis y la oxidación. 

Los enlazadores polipéptidos particularmente adecuados predominantemente incluyen restos aminoacídicos 
seleccionados entre glicina (Gly), serina (Ser), alanina (Ala), y treonina (Thr). Por ejemplo, el enlazador peptídico 
puede contener al menos un 75 % (calculado basándose en la cantidad total de restos presentes en el enlazador 30 
peptídico), tal como al menos un 80 %, al menos un 85 %, o al menos un 90 % de los restos aminoacídicos 
seleccionados entre Gly, Ser, Ala, y Thr. El enlazador peptídico también puede constar de restos Gly, Ser, Ala y/o 
Thr solamente. El polipéptido enlazador debe tener una longitud que sea adecuada para unir dos entidades de unión 
de tal modo que asuman la conformación correcta relativa una a la otra de modo que retengan la actividad deseada, 
tal como la unión a una molécula diana así como otras actividades que puedan estar asociadas con dicha unión a la 35 
diana (por ejemplo, actividad agonista o antagonista para una biomolécula dada). 

Una longitud adecuada para este fin es, por ejemplo, una longitud de al menos uno y normalmente menos de 
aproximadamente 50 restos aminoacídicos, tal como 2-25 restos aminoacídicos, 5-20 restos aminoacídicos, 5-15 
restos aminoacídicos, 8-12 restos aminoacídicos u 11 restos. Otros tamaños adecuados de enlazador polipeptídico 
pueden incluir, por ejemplo, de aproximadamente 2 a aproximadamente 15 aminoácidos, de aproximadamente 3 a 40 
aproximadamente 15, de aproximadamente 4 a aproximadamente 12, aproximadamente 10, aproximadamente 8, o 
aproximadamente 6 aminoácidos. Los restos aminoacídicos seleccionados para su inclusión en el enlazador 
polipéptido deben mostrar propiedades que no interfieran significativamente con la actividad o función del multímero 
polipeptídico. Por tanto, el enlazador peptídico debe, en conjunto, no mostrar una carga que fuera inconsistente con 
la actividad o función del multímero, o interfiriera con el plegamiento interno, o formara enlaces u otras interacciones 45 
con restos aminoacídicos en uno o más de los dominios que impidieran seriamente la unión del multímero a la diana 
en cuestión. 

El uso de enlazadores peptídicos de origen natural así como artificiales para conectar polipéptidos en nuevos 
polipéptidos de fusión unidos es bien conocido en la técnica. (Véase, por ejemplo, Hallewell y col., J. Biol. Chem. 
264, 5260-5268, 1989; Alfthan y col., Protein Eng. 8, 725-731, 1995; Robinson y Sauer, Biochemistry 35, 109-116, 50 
1996; Khandekar y col., J. Biol. Chem. 272, 32190-32197, 1997; Fares y col., Endocrinology 139, 2459-2464, 1998; 
Smallshaw y col., Protein Eng. 12, 623-630, 1999; patente de Estados Unidos Nº 5.856.456.) 

Un ejemplo donde está extendido el uso de enlazadores peptídicos es para la producción de anticuerpos de cadena 
sencilla donde las regiones variables de una cadena ligera (VL) y una cadena pesada (VH) se unen a través de un 
enlazador artificial, y existe una gran cantidad de publicaciones dentro de este campo particular. Un enlazador 55 
peptídico ampliamente usado es un oligómero de 15 monómeros que consta de tres repeticiones de una secuencia 
de aminoácidos Gly-Gly-Gly-Gly-Ser ((Gly4Ser)3) (SEC ID Nº 539). Se han usado otros enlazadores, y se ha usado la 
tecnología de presentación en fagos, así como la tecnología de fagos infecciosos selectivos, para diversificar y 
seleccionar las secuencias apropiadas de enlazador (Tang y col., J. Biol. Chem. 271, 15682-15686, 1996; Hennecke 
y col., Protein Eng. 11, 405-410, 1998). Los enlazadores peptídicos se han usado para conectar cadenas 60 
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individuales en proteínas hetero- y homo-diméricas tales como el receptor de linfocitos T, el represor Cro de lambda, 
el represor Arc del fago P22, IL-12, TSH, FSH, IL-5, e interferón-γ. Los enlazadores peptídicos también se han usado 
para crear polipéptidos de fusión. Se ha usado diversos enlazadores y, en el caso del represor Arc, se ha usado 
presentación en fagos para optimizar la longitud y composición del enlazador para una estabilidad aumentada de la 
proteína de cadena sencilla (véase Robinson y Sauer, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 5929-5934, 1998). 5 

Otros modo más de obtener un enlazador adecuado es optimizando un enlazador simple (por ejemplo, (Gly4Ser)n) a 
través de mutagénesis aleatoria. 

Como se ha analizado anteriormente, generalmente se prefiere que el enlazador peptídico posea al menos alguna 
flexibilidad. Por consiguiente, en algunas variaciones, el enlazador peptídico contiene 1-25 restos de glicina, 5-20 
restos de glicina, 5-15 restos de glicina, o 8-12 restos de glicina. Los enlazadores peptídicos particularmente 10 
adecuados normalmente contienen al menos un 50 % de restos de glicina, tal como al menos un 75 % de restos de 
glicina. En algunas realizaciones, un enlazador peptídico comprende solamente restos de glicina. 

En ciertas variaciones, el enlazador peptídico comprende otros restos en además de glicina. Los restos preferidos 
además de glicina incluyen Ser, Ala, y Thr, particularmente Ser. Un ejemplo de un enlazador peptídico específico 
incluye un enlazador peptídico que tiene la secuencia de aminoácidos Glyx-Xaa-Glyy-Xaa-Glyz (SEC ID Nº 540), en 15 
la que cada Xaa se selecciona independientemente entre alanina (Ala), valina (Val), leucina (Leu), isoleucina (Ile), 
metionina (Met), fenilalanina (Phe), triptófano (Trp), prolina (Pro), glicina (Gly), serina (Ser), treonina (Thr), cisteína 
(Cys), tirosina (Tyr), asparagina (Asn), glutamina (Gln), lisina (Lys), arginina (Arg), histidina (His), aspartato (Asp), y 
glutamato (Glu), y en la que x, y, y z son cada uno números enteros en el intervalo de 1-5. En algunas realizaciones, 
cada Xaa se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en Ser, Ala, y Thr. En una variación 20 
específica, cada uno de x, y, y z es igual a 3 (produciendo de este modo un enlazador peptídico que tiene la 
secuencia de aminoácidos Gly-Gly-Gly-Xaa-Gly-Gly-Gly-Xaa-Gly-Gly-Gly (SEC ID Nº 541), en la que cada Xaa se 
selecciona como anteriormente). 

En algunos casos, puede ser deseable o necesario proporcionar alguna rigidez al enlazador peptídico. Esto puede 
conseguirse incluyendo restos de prolina en la secuencia de aminoácidos del enlazador peptídico. Por tanto, en otra 25 
realización, un enlazador peptídico comprende al menos un resto de prolina en la secuencia de aminoácidos del 
enlazador peptídico. Por ejemplo, un enlazador peptídico puede tener una secuencia de aminoácidos en la que al 
menos el 25 % (por ejemplo, al menos el 50 % o al menos el 75 %) de los restos aminoacídicos son restos de 
prolina. En una realización particular, el enlazador peptídico comprende solamente restos de prolina. 

En algunas realizaciones, un enlazador peptídico se modifica de tal modo que se introduzca un resto aminoacídico 30 
que comprende un grupo de unión para un resto no polipeptídico. Ejemplos de dichos restos aminoacídicos pueden 
ser un resto de cisteína o lisina (al que posteriormente se une el resto no polipeptídico). Otra alternativa es incluir 
una secuencia de aminoácidos que tenga un sitio de N-glucosilación in vivo (uniendo de este modo un resto de 
azúcar (in vivo) al enlazador peptídico). Una opción adicional es incorporar genéticamente aminoácidos no naturales 
usando ARNt y ARNt sintetasas desarrolladas (véase, por ejemplo, la publicación de solicitud de patente de Estados 35 
Unidos 2003/0082575) en una entidad de unión polipeptídica o enlazador peptídico. Por ejemplo, la inserción de 
ceto-tirosina permite el acoplamiento específico de sitio a un polipéptido expresado. 

En ciertas variaciones, un enlazador peptídico comprende al menos un resto de cisteína, tal como un resto de 
cisteína. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un enlazador peptídico comprende al menos un resto de cisteína y 
restos aminoacídicos seleccionados entre el grupo que consiste en Gly, Ser, Ala, y Thr. En algunas de estas 40 
realizaciones, un enlazador peptídico comprende restos de glicina y restos de cisteína, tales como restos de glicina y 
restos de cisteína solamente. Normalmente, se incluirá solamente un resto de cisteína por enlazador peptídico. Un 
ejemplo de un enlazador peptídico específico que comprende un resto de cisteína incluye un enlazador peptídico 
que tiene la secuencia de aminoácidos Glyn-Cys-Glym (SEC ID Nº 542), en la que n y m son cada uno números 
enteros de 1-12, por ejemplo, de 3-9, de 4-8, o de 4-7. En una variación específica, dicho enlazador peptídico tiene 45 
la secuencia de aminoácidos GGGGG-C-GGGGG (SEC ID Nº 543). 

Como se ha indicado anteriormente, en ciertas realizaciones, una composición de unión biespecífica comprende un 
anticuerpo anti-PDGFRβ y un anticuerpo anti-VEGF-A. En algunas de estas realizaciones, los anticuerpos anti-
PDGFRβ y anti-VEGF-A se unen covalentemente (por ejemplo, mediante un enlazador peptídico) para formar un 
anticuerpo biespecífico. En algunas variaciones, el anticuerpo biespecífico comprende una región constante de 50 
cadena pesada de inmunoglobulina tal como, por ejemplo, un fragmento Fc. Fragmento Fc particularmente 
adecuados incluyen, por ejemplo, fragmentos Fc que comprenden una región Fc modificada para reducir o eliminar 
una o más funciones efectoras (por ejemplo, Fc5, que tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 
492). 

Por ejemplo, la presente invención proporciona un anticuerpo biespecífico definido en las reivindicaciones que 55 
neutraliza tanto PDGFRβ como VEGF-A y comprende una región de unión a antígeno de un anticuerpo anti-
PDGFRβ enumerado en las reivindicaciones y una región de unión a antígeno de un anticuerpo anti-VEGF-A 
enumerado en las reivindicaciones. En ciertas realizaciones, la memoria descriptiva describe un anticuerpo 
biespecífico que comprende una primera región de unión a antígeno que tiene CDR anti-PDGFRβ de la familia 
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consenso A enumerada en la Tabla 6 y una segunda región de unión a antígeno que tiene CDR anti-VEGF-A de la 
familia consenso B o C enumeradas en la Tabla 6. En realizaciones de la presente invención definidas en las 
reivindicaciones, un anticuerpo biespecífico comprende una primera región de unión a antígeno que tiene las CDR 
de un anticuerpo anti-PDGFRβ enumerado en la Tabla 2 y una segunda región de unión a antígeno que tiene las 
CDR de un anticuerpo anti-VEGF-A enumerado en la Tabla 4. En variaciones particulares de la presente invención 5 
definidas en las reivindicaciones, un anticuerpo biespecífico comprende una primera región de unión a antígeno que 
tiene los dominios VL y VH de un anticuerpo anti-PDGFRβ enumerado en la Tabla 2 y una segunda región de unión a 
antígeno que tiene los dominios VL y VH de un anticuerpo anti-VEGF-A enumerado en la Tabla 4. La memoria 
descriptiva describe las CDR o los dominios VL y VH de la primera región de unión a antígeno de un anticuerpo anti-
PDGFRβ seleccionado entre c597, c600, c941, c949, c975, c1035, y c613; y las CDR o los dominios VL y VH de la 10 
segunda región de unión a antígeno de un anticuerpo anti-VEGF-Ha seleccionado entre c636, c868, c1039, c1092, 
c1111, c1135, c1270, c1410, c1476, c1155, c752, c870, c1036, c1094, c1044, y c1257. En ciertas realizaciones 
preferidas, un anticuerpo biespecífico de acuerdo con la presente invención es un Fv de cadena sencilla en tándem 
(tascFv), bi-Fv de cadena sencilla (biscFv), o un anticuerpo monoclonal completo con un Fv de cadena sencilla 
(scFv) fusionado al extremo carboxilo (biAb), como se define en las reivindicaciones. 15 

Para la molécula tascFv, se construyen dos moléculas scFv de modo que un scFv esté amino terminal al otro en una 
configuración en tándem. Esto puede hacerse en cada orientación. Las moléculas scFv en tándem pueden 
prepararse con un enlazador entre las entidades scFv. En algunas realizaciones, el enlazador es un enlazador Gly-
Ser que comprende una serie de restos de glicina y serina, y opcionalmente incluyendo aminoácidos adicionales. En 
otras realizaciones, el enlazador es una prolongación lambda, prolongación kappa, o una prolongación CH1, cada 20 
una de las cuales se obtiene de la secuencia nativa justo después de la región V en el Fab. El tascFv puede 
construirse adicionalmente como una proteína de fusión para que contenga un componente Fc ("tascFvFc"). En 
algunas de estas realizaciones, dicho fragmento Fc comprende una región Fc modificada para reducir o eliminar una 
o más funciones efectoras (por ejemplo, Fc5, que tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 492). 

La molécula biscFv no es una configuración en tándem. En su lugar, tiene un scFv en el extremo N terminal y otro en 25 
el extremo C terminal de un Fc ("biscFvFc"). Estas moléculas pueden prepararse con el scFv N terminal 
directamente fusionado a la bisagra Fc y con un enlazador corto o largo en el extremo C terminal conectando con el 
segundo scFv. Estos enlazadores normalmente son enlazadores Gly-Ser. En algunas realizaciones, el fragmento Fc 
comprende una región Fc modificada para reducir o eliminar una o más funciones efectoras (por ejemplo, Fc5, que 
tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 492). En ciertas variaciones, un biscFv comprende un 30 
scFv anti-PDGFRβ N-terminal y un scFv anti-VEGF-A C-terminal. En variaciones particulares, el scFv anti-PDGFRβ 
comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 603 (scFv 
c941.1) y SEC ID Nº 605 (scFv c1035.1); y el scFv anti-VEGF-A comprende una secuencia de aminoácidos 
seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 608 (scFv c868.1), SEC ID Nº 610 (scFv c870.1), y SEC 
ID Nº 12 (scFv c1039.1). En algunas variaciones específicas, un biscFv descrito en el presente documento tiene una 35 
secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en los restos 20-770 de la SEC ID Nº 618 
(biscFv c941.1-c868.1); los restos 20-768 de la SEC ID Nº 620 (biscFv c941.1-c870.1); los restos 20-773 de la SEC 
ID Nº 622 (biscFv c941.1-c1039.1); los restos 20-770 de la SEC ID Nº 624 (biscFv c1035.1-c868.1); los restos 20-
768 de la SEC ID Nº 626 (biscFv c1035.1-c870.1). En una realización definida en las reivindicaciones, el biscFv tiene 
los restos aminoacídicos 20-773 de la SEC ID Nº 628 (biscFv c1035.1-c1039.1). Un biscFv puede incluir 40 
adicionalmente una secuencia señal de secreción tal como la mostrada, por ejemplo, en los restos 1-19 de la SEC 
ID Nº 614, los restos 1-19 de la SEC ID Nº 616, o los restos 1-19 de la SEC ID Nº 618. 

La molécula biAb tampoco es un formato en tándem. Comprende un anticuerpo monoclonal completo con un scFv 
fusionado al extremo C terminal de la cadena pesada. Estas moléculas pueden prepararse, por ejemplo, 
convirtiendo un scFv de nuevo en una cadena ligera (kappa o lambda) y una cadena pesada gamma con el segundo 45 
scFv conectado mediante un enlazador Gly-Ser corto o largo. Estas moléculas pueden prepararse con un anticuerpo 
monoclonal anti-PDGFRβ completo fusionado a un scFv anti-VEGF-A o, como alternativa, con un anticuerpo 
monoclonal anti-VEGF-A completo fusionado a un scFv anti-PDGFRβ. En algunas realizaciones particulares, un biAb 
comprende un anticuerpo monoclonal anti-PDGFRβ completo (IgG1) con el extremo C-terminal de la cadena pesada 
fusionado a un scFv anti-VEGF-A que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que 50 
consiste en las SEC ID Nº 498 (scFv c111.1), SEC ID Nº 500 (scFv c870.1), SEC ID Nº 502 (scFv c1092.1), SEC ID 
Nº 504 (scFv c1039.1), SEC ID Nº 506 (scFv c868.1), SEC ID Nº 508 (scFv c1081.1), SEC ID Nº 607 (scFv c868.1), 
SEC ID Nº 609 (scFv c870.1), o SEC ID Nº 611 (scFv c1039.1). En algunas de estas variaciones, el anticuerpo anti-
PDGFRβ tiene los dominios VL y VH del anticuerpo anti-PDGFRβ c597 (SEC ID Nº 6 y 8, respectivamente). En 
algunas variaciones específicas, un biAb comprende un primer polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos 55 
mostrada en los restos 20-239 de la SEC ID Nº 537 o SEC ID Nº 614 (cadena ligera c597.1 o c600.1) y un segundo 
polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en los restos 20-734 
de la SEC ID Nº 512 (cadena pesada de IgG 1 c597.1 con fusión C-terminal a scFv c1111.1); los restos 20-727 de la 
SEC ID Nº 514 (cadena pesada de IgG1 c597.1 con fusión C-terminal a scFv c870.1); los restos 20-733 de la SEC 
ID Nº 516 (cadena pesada de IgG1 c597.1 con fusión C-terminal a scFv c1092.1); los restos 20-733 de la SEC ID Nº 60 
518 (cadena pesada de IgG1 c597.1 con fusión C-terminal a scFv c1039.1); los restos 20-730 de la SEC ID Nº 20 
(cadena pesada de IgG1 c597.1 con fusión C-terminal a scFv c868.1); los restos 20-731 de la SEC ID Nº 22 (cadena 
pesada de IgG1 c597.1 con fusión C-terminal a scFv c1081.1); los restos 20-729 de la SEC ID Nº 630 (cadena 
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pesada de IgG1.1 c597.1 con fusión C-terminal a scFv c868.1); los restos 20-727 de la SEC ID Nº 632 (cadena 
pesada de IgG1.1 c597.1 con fusión C-terminal a scFv c870.1); los restos 20-732 de la SEC ID Nº 634 (cadena 
pesada de IgG1.1 c597.1 con fusión C-terminal a scFv c1039.1); los restos 20-729 de la SEC ID Nº 636 (cadena 
pesada de IgG1.1 c600.1 con fusión C-terminal a scFv c868.1); los restos 20-727 de la SEC ID Nº 638 (cadena 
pesada de IgG1.1 c600.1 con fusión C-terminal a scFv c870.1); y los restos 20-732 de la SEC ID Nº 640 (cadena 5 
pesada de IgG1.1 c600.1 con fusión C-terminal a scFv c1039.1). Un primer y/o segundo polipéptido de biAb como 
los anteriores pueden incluir adicionalmente una secuencia señal de secreción tal como se muestra, por ejemplo, en 
los restos 1-19 de la SEC ID Nº 614, los restos 1-19 de la SEC ID Nº 616, o los restos 1-19 de la SEC ID Nº 618. 

III. Ácidos nucleicos, células huésped, y procedimientos para producir anticuerpos 

La invención también incluye ácidos nucleicos que codifican la cadena pesada y/o cadena ligera de los anticuerpos 10 
de la invención, definidos en las reivindicaciones. Los ácidos nucleicos de la invención incluyen ácidos nucleicos que 
tienen una región que es sustancialmente idéntica a un polinucleótido que codifica VL y/o VH enumerado en la Tabla 
2 ó 4, supra (como se define en las reivindicaciones). Un ácido nucleico definido en el presente documento puede 
tener al menos un 80 %, normalmente al menos aproximadamente un 90 %, y más normalmente al menos 
aproximadamente un 95 % o al menos aproximadamente un 98 % de identidad con un polinucleótido que codifica VL 15 
y/o VH enumerado en la Tabla 2 ó 4. Los ácidos nucleicos descritos en el presente documento también incluyen 
ácidos nucleicos complementarios. En algunos casos, las secuencias serán completamente complementarias (sin 
desapareamientos) cuando se alinean. En otros casos, pueden estar hasta aproximadamente un 20 % 
desapareadas en las secuencias. En algunas realizaciones de la invención se proporcionan ácidos nucleicos que 
codifican tanto una cadena pesada como una cadena ligera de un anticuerpo de la invención, como se define en las 20 
reivindicaciones. Las secuencias de ácido nucleico proporcionadas en el presente documento pueden explotarse 
usando técnicas de optimización de codones, secuencia degenerada, mutaciones silenciosas, y otras técnicas de 
ADN para optimizar la expresión en un huésped particular, y la presente invención abarca dichas modificaciones de 
secuencia. 

Por tanto, en algunos aspectos, la memoria descriptiva describe uno o más polinucleótidos (por ejemplo, ADN o 25 
ARN) que codifican un anticuerpo anti-PDGFRβ y/o anti-VEGF-A. En algunas realizaciones, un polinucleótido de la 
presente invención codifica un anticuerpo anti-PDGFRβ tal como, por ejemplo, un scFv anti-PDGFRβ. En otras 
realizaciones, un polinucleótido codifica un anticuerpo anti-VEGF-A tal como, por ejemplo, un scFv anti-VEGF-A. En 
algunas variaciones, un polinucleótido de la presente invención (definido en las reivindicaciones) codifica un 
anticuerpo biespecífico que se une a y neutraliza tanto PDGFRβ como VEGF-A. En variaciones particulares, el 30 
anticuerpo biespecífico codificado es un tascFv, biscFv, o biAb. Los especialistas en la técnica apreciarán fácilmente 
que, en vista de la degeneración del código genético, es posible una variación considerable de secuencia entre 
estas moléculas polinucleotídicas. 

Las moléculas polinucleotídicas que comprende una secuencia polinucleotídica proporcionada en el presente 
documento se propagan colocando la molécula en un vector. Se usan vectores virales y no virales, incluyendo 35 
plásmidos. La elección del plásmido dependerá del tipo de célula en que se desea la propagación y el propósito de 
la propagación. Ciertos vectores son útiles para amplificar y preparar grandes cantidades de la secuencia de ADN 
deseada. Otros vectores son adecuados para su expresión en células en cultivo. Otros vectores más son adecuados 
para su transferencia y expresión en células en un animal completo o persona. La elección del vector apropiado 
pertenece a las habilidades de la técnica. Muchos de estos vectores están disponibles en el mercado. El 40 
polinucleótido de longitud parcial o completa se inserta en un vector normalmente mediante unión por ADN ligasa a 
un sitio de enzimas de restricción escindido en el vector. Como alternativa, la secuencia deseada de nucleótidos 
puede insertarse por recombinación homóloga in vivo. Normalmente esto se consigue uniendo regiones de 
homología al vector en los flancos de la secuencia deseada de nucleótidos. Se añaden regiones de homología por 
ligamiento de oligonucleótidos, o por reacción en cadena de la polimerasa usando cebadores que comprenden tanto 45 
la región de homología como una parte de la secuencia deseada de nucleótidos, por ejemplo. 

Para la expresión, puede emplearse un casete o sistema de expresión. Para expresar un ácido nucleico que codifica 
un polipéptido desvelado en el presente documento, se introduce una molécula de ácido nucleico que codifica el 
polipéptido, unida de forma funcional a secuencias reguladoras que controlan la expresión transcripcional en un 
vector de expresión, en una célula huésped. Además de secuencias reguladoras de la transcripción, tales como 50 
promotores y potenciadores, los vectores de expresión pueden incluir secuencias reguladoras de la traducción y un 
gen marcador que es adecuado para la selección de células que portan el vector de expresión. El producto génico 
codificado por un polinucleótido de la invención se expresa en cualquier sistema de expresión conveniente 
incluyendo, por ejemplo, sistemas bacterianos, de levadura, de insecto, de anfibio y de mamífero. Los vectores y 
células huésped adecuados se describen, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos Nº 5.654.173. En el vector 55 
de expresión, el polinucleótido que codifica el polipéptido está unido a secuencias reguladoras apropiadas para 
obtener las propiedades deseadas de expresión. Éstas pueden incluir promotores, potenciadores, terminadores, 
operadores, represores, y inductores. Los promotores pueden regularse (por ejemplo, el promotor del vector pIND 
inducible por esteroides (Invitrogen)) o ser constitutivos (por ejemplo, promotores de CMV, SV40, factor de 
elongación, o secuencias LTR). En algunas situaciones, puede ser deseable usar promotores condicionalmente 60 
activos, tales como promotores específicos de tejido o específicos de la fase del desarrollo. Estos se unen a la 
secuencia deseada de nucleótidos usando las técnicas descritas anteriormente para su unión a vectores. Puede 
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usarse cualquier técnica conocida en la técnica. Por consiguiente, el vector de expresión generalmente 
proporcionará una región de inicio de la transcripción y la traducción, que puede ser inducible o constitutiva, donde la 
región codificante está unida de forma funcional bajo el control transcripcional de la región de inicio de la 
transcripción, y una región de terminación de la transcripción y la traducción. 

Puede introducirse un casete de expresión ("unidad de expresión") en diversos vectores, por ejemplo, plásmidos, 5 
BAC, YAC, bacteriófagos tales como lambda, P1, M13, etc., vectores virales de plantas o animales (por ejemplo, 
vectores basados en retrovirus, vectores de adenovirus), y similares, donde los vectores normalmente se 
caracterizan por la capacidad de proporcionar selección de células que comprenden los vectores de expresión. Los 
vectores pueden proporcionar mantenimiento extracromosómico, particularmente en forma de plásmidos o virus, o 
integración en el cromosoma del huésped. Cuando se desea mantenimiento extracromosómico, se proporciona una 10 
secuencia de origen para la replicación del plásmido, que puede ser de bajo o alto número de copias. Está 
disponible una amplia diversidad de marcadores para la selección, particularmente aquellos que protegen contra 
toxinas, más particularmente contra antibióticos. El marcador particular que se elige se selecciona de acuerdo con la 
naturaleza del huésped, donde en algunos casos, puede emplearse complementación con huéspedes auxotróficos. 
La introducción de la construcción de ADN puede usar cualquier procedimiento conveniente incluyendo, por ejemplo, 15 
conjugación, transformación bacteriana, ADN precipitado con calcio, electroporación, fusión, transfección, infección 
con vectores virales, biolística, y similares. 

Por consiguiente, las proteínas para su uso dentro de la presente invención pueden producirse en células huésped 
modificadas por ingeniería genética de acuerdo con técnicas convencionales. Las células huésped adecuadas son 
aquellos tipos celulares que pueden transformarse o transfectarse con ADN exógeno y cultivarse en cultivo, e 20 
incluyen bacterias, células fúngicas, y células eucariotas superiores cultivadas (incluyendo células cultivadas de 
organismos multicelulares), particularmente células de mamífero cultivadas. Se desvelan técnicas para manipular 
moléculas de ADN clonadas e introducir ADN exógeno en diversas células huésped por Sambrook y col., Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual (2ª ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989), y 
Ausubel y col., supra. 25 

Por ejemplo, para la expresión recombinante de un anticuerpo anti-VEGF-A y/o anti-PDGFRβ, un vector de 
expresión puede codificar una cadena pesada y/o ligera del mismo, o un dominio variable de cadena pesada y/o 
ligera, unido de forma funcional a un promotor. Un vector de expresión puede incluir, por ejemplo, la secuencia de 
nucleótidos que codifica la región o regiones constantes de la molécula de anticuerpo (véase, por ejemplo, la 
publicación PCT WO 86/05807; la publicación PCT WO 89/01036; y la patente de Estados Unidos Nº 5.122.464), y 30 
el dominio o dominios variables del anticuerpo pueden clonarse en dicho vector para la expresión de la cadena 
pesada y/o ligera completa. El vector de expresión se transfiere a una célula huésped mediante técnicas 
convencionales, y las células transfectadas después se cultivan por técnicas convencionales para producir el 
anticuerpo anti-VEGF-A y/o anti-PDGFRβ. En ciertas realizaciones para la expresión de anticuerpos de doble 
cadena, las cadenas pesada y ligera se co-expresan a partir de vectores diferentes en la célula huésped para la 35 
expresión de la molécula de inmunoglobulina completa. En otras realizaciones para la expresión de anticuerpos de 
doble cadena, las cadenas pesada y ligera se co-expresan a partir de unidades de expresión diferentes en el mismo 
vector en la célula huésped para la expresión de la molécula de inmunoglobulina completa. 

En ciertas variaciones, se expresa un anticuerpo biespecífico contra VEGF-A y también contra PDGFRβ. En algunas 
de estas variaciones, donde los sitios de unión a antígeno tanto para un anticuerpo anti-VEGF-A como un anticuerpo 40 
anti-PDGFRβ están presentes en una única cadena polipeptídica (tal como, por ejemplo, en el caso de un tascFv o 
biscFv), un vector de expresión incluye una unidad de expresión que comprende un promotor de la transcripición, un 
segmento de ácido nucleico que codifica la cadena polipeptídica, y un terminador de la transcripción, tofos en 
configuración funcional. En realizaciones específicas para la expresión de un biscFv, el polipéptido codificado por el 
segmento de ácido nucleico comprende un aminoácido seleccionado entre el grupo que consiste en los restos 20-45 
770 de la SEC ID Nº 618 (biscFv c941.1-c868.1); los restos 20-768 de la SEC ID Nº 620 (biscFv c941.1-c870.1); los 
restos 20-773 de la SEC ID Nº 622 (biscFv c941.1-c1039.1); los restos 20-770 de la SEC ID Nº 624 (biscFv c1035.1-
c868.1); los restos 20-768 de la SEC ID Nº 626 (biscFv c1035.1-c870.1); y los restos 20-773 de la SEC ID Nº 628 
(biscFv c1035.1-c1039.1). 

En otras variaciones, donde el anticuerpo biespecífico incluye al menos dos cadenas polipeptídicas diferentes para 50 
formar una molécula que tiene sitios de unión a antígeno tanto anti-VEGF-A como anti-PDGFRβ (tal como, por 
ejemplo, en el caso de un biAb), pueden usarse unidades de expresión diferentes, cada una capaz de expresar una 
de las cadenas polipeptídicas. Para la co-expresión dentro de una célula huésped, dichas unidades de expresión 
diferentes pueden estar presentes en vectores de expresión diferentes o, como alternativa, un único vector. Por 
ejemplo, en algunas realizaciones para la expresión de un biAb que comprende (i) una cadena ligera de 55 
inmunoglobulina y (ii) una cadena pesada γ de inmunoglobulina con un scFv fusionado en el extremo carboxilo 
(fusión IgG-scFv), un vector de expresión incluye una primera y segunda unidades de expresión, en el que la 
primera unidad de expresión comprende, en combinación funcional, un primer promotor de la transcripición, un 
primer segmento de ADN que codifica la cadena ligera de inmunoglobulina, y un primer terminador de la 
transcripción; y en el que la segunda unidad de expresión comprende, en combinación funcional, un segundo 60 
promotor de la transcripición, un segundo segmento de ADN que codifica la fusión IgG-scFv, y un segundo 
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terminador de la transcripción. En algunas realizaciones alternativas para la expresión de un biAb como el anterior, 
la primera y segunda unidades de expresión están presentes en vectores de expresión diferentes. Los segmentos de 
ADN que codifican la cadena ligera de inmunoglobulina y la fusión IgG-scFv, ya sea en el mismo vector o vectores 
diferentes, pueden co-expresarse dentro de una célula huésped para producir el biAb. En algunas realizaciones 
específicas para la expresión de un biAb, el primer segmento de ADN codifica una cadena ligera de inmunoglobulina 5 
que comprende la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 20-239 de la SEC ID Nº 537, y el segundo 
segmento de ADN codifica una fusión IgG-scFv que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada entre 
el grupo que consiste en los restos aminoacídicos 20-729 de la SEC ID Nº 630, los restos aminoacídicos 20-732 de 
la SEC ID Nº 634, los restos aminoacídicos 20-729 de la SEC ID Nº 636, y los restos aminoacídicos 20-732 de la 
SEC ID Nº 640. En otras realizaciones específicas para la expresión de un biAb, el primer segmento de ADN codifica 10 
una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoácidos mostrada en los restos 20-239 
de la SEC ID Nº 537, y el segundo segmento de ADN codifica una fusión IgG-scFv que comprende una secuencia 
de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en los restos aminoacídicos 20-727 de la SEC ID Nº 632 y 
los restos aminoacídicos 20-727 de la SEC ID Nº 638. 

Para dirigir una proteína recombinante en la vía de secreción de una célula huésped, se proporciona una secuencia 15 
señal de secreción (también conocida como secuencia líder, secuencia prepro o secuencia pre) en el vector de 
expresión. La secuencia señal de secreción puede ser la de la forma nativa de la proteína recombinante, o puede 
obtenerse de otra proteína secretada (por ejemplo, t-PA; véase la patente de Estados Unidos Nº 5.641.655) o puede 
sintetizarse de novo. La secuencia señal de secreción se une de forma funcional a la secuencia de ADN que codifica 
la proteína, es decir, las dos secuencias se unen en la fase de lectura correcta y se posicionan para que dirijan al 20 
polipéptido recién sintetizado a la vía de secreción de la célula huésped. Las secuencias señal de secreción se 
posicionan habitualmente 5' a la secuencia de ADN que codifica el polipéptido de interés, aunque pueden 
posicionarse ciertas secuencias señal en otra parte en la secuencia de ADN de interés (véase, por ejemplo, Welch y 
col., patente de Estados Unidos Nº 5.037.743; Holland y col., patente de Estados Unidos Nº 5.143.830). En 
variaciones particulares, una secuencia señal de secreción para su uso como se describe en el presente documento 25 
tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en los restos 1-19 de la SEC ID Nº 
614, los restos 1-19 de la SEC ID Nº 616, y los restos 1-19 de la SEC ID Nº 618; secuencias de nucleótidos a modo 
de ejemplo que codifican estas secuencias de aminoácidos se muestran, respectivamente, en los restos 1-57 de la 
SEC ID Nº 613, los restos 1-57 de la SEC ID Nº 61 5, y los restos 1-57 de la SEC ID Nº 617. 

Las células de mamífero cultivadas son huéspedes adecuados para la producción de proteínas recombinantes para 30 
su uso dentro de la presente invención. Los procedimientos para introducir ADN exógeno en células huésped de 
mamífero incluyen transfección mediada por fosfato de calcio (Wigler y col., Cell 14:725, 1978; Corsaro y Pearson, 
Somatic Cell Genetics 7:603, 1981: Graham y Van der Eb, Virology 52:456, 1973), electroporación (Neumann y col., 
EMBO J. 1:841-845, 1982), transfección mediada por DEAE-dextrano (Ausubel et at., supra), y transfección mediada 
por liposoma (Hawley-Nelson y col., Focus 15:73, 1993; Ciccarone y col., Focus 15:80, 1993). La producción de 35 
polipéptidos recombinantes en células de mamífero cultivadas se desvela por, por ejemplo, Levinson y col., patente 
de Estados Unidos Nº 4.713.339; Hagen y col., patente de Estados Unidos Nº 4.784.950; Palmiter y col., patente de 
Estados Unidos Nº 4.579.821; y Ringold, patente de Estados Unidos Nº 4.656.134. Ejemplos de células huésped de 
mamífero adecuadas incluyen células renales de mono verde africano (Vero; ATCC CRL 1587), células renales 
embrionarias humanas (293-HEK; ATCC CRL 1573), células renales de cría de hámster (BHK-21, BHK-570; ATCC 40 
CRL 8544, ATCC CRL 10314), células renales caninas (MDCK; ATCC CCL 34), células de ovario de hámster chino 
(CHO-K1; ATCC CCL61; CHO DG44; CHO DXB11 (Hyclone, Logan, UT); véase también, por ejemplo, Chasin y col., 
Som. Cell. Molec. Genet. 12:555, 1986)), células de pituitaria de rata (GH1; ATCC CCL82), células HeLa S3 (ATCC 
CCL2.2), células de hepatoma de rata (H-4-II-E; ATCC CRL 1548), células renales de mono transformadas con 
SV40 (COS-1; ATCC CRL 1650) y células embrionarias murinas (NIH-3T3; ATCC CRL 1658). Se conocen en la 45 
técnica líneas celulares adecuadas adicionales y están disponibles en depósitos públicos tales como la American 
Type Culture Collection, Manassas, Virginia. Pueden usarse promotores de la transcripición potentes, tales como 
promotores de SV-40 o citomegalovirus. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos Nº 4.956.288. Otros 
promotores adecuados incluyen aquellos de genes de metalotioneína (patentes de Estados Unidos Nº 4.579.821 y 
4.601.978) y el promotor tardío principal de adenovirus. 50 

Generalmente se usa selección con fármacos para seleccionar células de mamífero cultivadas en que se ha 
insertado ADN foráneo. Dichas células habitualmente se mencionan como "transfectantes". Las células que se han 
cultivado en presencia del agente selectivo y son capaces de pasar el gen de interés a su descendencia se 
mencionan como "transfectantes estables". Los marcadores de selección a modo de ejemplo incluyen un gen que 
codifica resistencia al antibiótico neomicina, que permite realizar la selección en presencia de un fármaco tipo 55 
neomicina, tal como G-418 o similar; el gen gpt para la xantina-guanina fosforribosil transferasa, que permite que la 
célula huésped crezca en presencia de ácido micofenólico/xantina; y marcadores que proporcionan resistencia a 
zeocina, bleomicina, blastocidina, e higromicina (véase, por ejemplo, Gatignol y col., Mol. Gen. Genet. 207:342, 
1987; Drocourt y col., Nucl. Acids Res. 18:4009, 1990). También pueden usarse sistemas de selección para 
aumentar el nivel de expresión del gen de interés, un proceso mencionado como "amplificación". La amplificación se 60 
realiza cultivando transfectantes en presencia de un bajo nivel del agente selectivo y después aumentando la 
cantidad de agente selectivo para seleccionar células que producen elevados niveles de los productos de los genes 
introducidos. Un marcador de selección amplificable a modo de ejemplo es dihidrofolato reductasa, que confiere 
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resistencia a metotrexato. También pueden usarse otros genes de resistencia a fármacos (por ejemplo, resistencia a 
higromicina, resistencia a múltiples fármacos, puromicina acetiltransferasa). 

También pueden usarse como huéspedes otras células eucariotas superiores, incluyendo células de insecto, células 
vegetales y células aviares. El uso de Agrobacterium rhizogenes como vector para expresar genes en células 
vegetales se ha revisado por Sinkar y col., J. Biosci. (Bangalore) 11:47-58, 1987. La transformación de células de 5 
insecto y la producción de polipéptidos foráneos en las mismas se desvela por Guarino y col., patente de Estados 
Unidos Nº 5.162.222 y publicación WIPO WO 94/06463. 

Las células de insecto pueden infectarse con baculovirus recombinante, habitualmente obtenido del virus de la 
polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV). Véase King y Possee, The Baculovirus Expression System: 
A Laboratory Guide (Chapman y Hall, Londres); O'Reilly y col., Baculovirus Expression Vectors: A Laboratory Manual 10 
(Oxford University Press., Nueva York 1994); y Baculovirus Expression Protocols. Methods in Molecular Biology 
(Richardson ed., Humana Press, Totowa, NJ, 1995). El baculovirus recombinante también puede producirse a través 
del uso de un sistema basado en transposón descrito por Luckow y col. (J. Virol. 67:4566-4579, 1993). Este sistema, 
que usa vectores de transferencia, está disponible en el mercado en forma de kit (kit BAC-TO-BAC; Life 
Technologies, Gaithersburg, MD). El vector de transferencia (por ejemplo, PFASTBAC1; Life Technologies) contiene 15 
un transposón Tn7 para mover el ADN que codifica la proteína de interés en un genoma de baculovirus mantenido 
en E. coli como un plásmido grande llamado "bácmido". Véase Hill-Perkins y Possee, J. Gen. Virol. 71:971-976, 
1990; Bonning y col., J. Gen. Virol. 75:1551-1556, 1994; y Chazenbalk y Rapoport, J. Biol. Chem. 270:1543-1549, 
1995. Además, los vectores de transferencia pueden incluir una fusión en fase con ADN que codifica una extensión 
polipeptídica o marcada de afinidad como se ha desvelado anteriormente. Usando técnicas conocidas en la técnica, 20 
se introduce por transformación un vector de transferencia que contiene una secuencia de ADN que codifica 
proteína en células huésped E. coli, y las células se exploran para bácmidos que contenga un gen lacZ interrumpido 
indicativo de baculovirus recombinante. El ADN del bácmido que contiene el genoma de baculovirus recombinante 
se aísla, usando técnicas habituales, y se usa para transfectar células de Spodoptera frugiperda, tales como células 
Sf9. El virus recombinante que expresa la proteína de interés se produce posteriormente. Las reservas de virus 25 
recombinante se preparan por procedimientos habitualmente usados en la técnica. 

Para la producción de proteínas, se usa el virus recombinante para infectar células huésped, normalmente una línea 
celular obtenida del cogollero del maíz, Spodoptera frugiperda (por ejemplo, células Sf9 o Sf21) o Trichoplusia ni 
(por ejemplo, células HIGH FIVE; Invitrogen, Carlsbad, CA). Véase en líneas generales Glick y Pasternak, Molecular 
Biotechnology, Principles & Applications of Recombinant DNA (ASM Press, Washington, D.C., 1994). Véase también 30 
la patente de Estados Unidos Nº 5.300.435. Se usa medio sin suero para cultivar y mantener las células. Las 
formulaciones adecuadas de medio son conocidas en la técnica y pueden obtenerse de proveedores comerciales. 
Las células se cultivan desde una densidad de inoculación de aproximadamente 2-5 x 105 células hasta una 
densidad de 1-2 x 106 células, momento en el cual se añade una reserva de virus recombinante a una multiplicidad 
de infección (MOI) de 0,1 a 10, más normalmente casi 3. Los procedimientos usados se describen en líneas 35 
generales en manuales de laboratorio disponibles (véase, por ejemplo, King y Possee, supra; O'Reilly y col., supra; 
Richardson, supra). 

También pueden usarse células fúngicas, incluyendo células de levadura, dentro de la presente invención. Las 
especies de levadura de particular interés a este respecto incluyen Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, y 
Pichia metanolica. Los procedimientos para transformar células de S. cerevisiae con ADN exógeno y producir 40 
polipéptidos recombinantes a partir de las mismas se desvelan por, por ejemplo, Kawasaki, patente de Estados 
Unidos Nº 4.599.311; Kawasaki y col., patente de Estados Unidos Nº 4.931.373; Brake, patente de Estados Unidos 
Nº 4.870.008; Welch y col., patente de Estados Unidos Nº 5.037.743; y Murray y col., patente de Estados Unidos Nº 
4.845.075. Las células transformadas se seleccionan por fenotipo determinado por el marcador de selección, 
habitualmente resistencia a fármacos o la capacidad de crecer en ausencia de un nutriente particular (por ejemplo, 45 
leucina). Un sistema de vector a modo de ejemplo para su uso en Saccharomyces cerevisiae es el sistema de vector 
POT1 desvelado por Kawasaki y col. (patente de Estados Unidos Nº 4.931.373), que permite que células 
transformadas se seleccionen por crecimiento en medio que contiene glucosa. Los promotores y terminadores 
adecuados para su uso en levaduras incluyen aquellos de genes de enzimas glucolíticas (véase, por ejemplo, 
Kawasaki, patente de Estados Unidos Nº 4.599.311; Kingsman y col., patente de Estados Unidos Nº 4.615.974; y 50 
Bitter, patente de Estados Unidos Nº 4.977.092) y genes de alcohol deshidrogenasa. Véanse también las patentes 
de Estados Unidos Nº 4.990.446; 5.063.154; 5.139.936; y 4.661.454. Los sistemas de transformación para otras 
levaduras, incluyendo Hansenula polimorpha, Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces 
fragilis, Ustilago maydis, Pichia pastoris, Pichia metanolica, Pichia guillermondii, y Candida maltosa son conocidos 
en la técnica. Véase, por ejemplo, Gleeson y col., J. Gen. Microbiol. 132:3459-3465, 1986; Cregg, patente de 55 
Estados Unidos Nº 4.882.279; y Raymond y col., Yeast 14:11-23, 1998. Pueden usarse células de Aspergillus de 
acuerdo con los procedimientos de McKnight y col., patente de Estados Unidos Nº 4.935.349. Se desvelan 
procedimientos para transformar Acremonium chrysogenum por Sumino y col., patente de Estados Unidos Nº 
5.162.228. Se desvelan procedimientos para transformar Neurospora por Lambowitz, patente de Estados Unidos Nº 
4.486.533. La producción de proteínas recombinantes en Pichia metanolica se desvela en las patentes de Estados 60 
Unidos Nº 5.716.808; 5.736.383; 5.854.039; y 5.888.768. 
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Células huésped procariotas, incluyendo cepas de las bacterias Escherichia coli, Bacillus, y otros géneros también 
son células huésped útiles dentro de la presente invención. Las técnicas para transformar estos huéspedes y 
expresar secuencias de ADN foráneo clonadas en los mismos son bien conocidas en la técnica (véase, por ejemplo, 
Sambrook y col., supra). Cuando se expresa una proteína recombinante en bacterias tales como E. coli, la proteína 
puede retenerse en el citoplasma, normalmente en forma de gránulos insolubles, o puede dirigirse al espacio 5 
periplásmico mediante una secuencia de secreción bacteriana. En el primer caso, las células se lisan, y los gránulos 
se recuperan y desnaturalizan usando, por ejemplo, isotiocianato de guanidina o urea. La proteína desnaturalizada 
después puede replegarse y dimerizarse diluyendo el agente desnaturalizante, tal como diálisis frente a una solución 
de urea y una combinación de glutatión reducido y oxidado, seguido de diálisis frente a una solución salina 
tamponada. Como alternativa, la proteína puede recuperarse del citoplasma en forma soluble y aislarse sin el uso de 10 
agentes desnaturalizantes. La proteína se recupera de la célula como un extracto acuoso en, por ejemplo, solución 
salina tamponada con fosfato. Para captura la proteína de interés, el extracto se aplica directamente a un medio 
cromatográfico, tal como un anticuerpo inmovilizado o columna de heparina-Sepharose. Las proteínas secretadas 
pueden recuperarse del espacio periplásmico en una forma soluble y funcional alterando las células (por, por 
ejemplo, sonicación o choque osmótico) para liberar los contenidos del espacio periplásmico y recuperando la 15 
proteína, obviando de este modo la necesidad de desnaturalización y replegamiento. Los anticuerpos, incluyendo 
anticuerpos de cadena sencilla, pueden producirse en células huésped bacterianas de acuerdo con procedimientos 
conocidos. Véase, por ejemplo, Bird y col., Science 242:423-426, 1988; Huston y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
85:5879-5883, 1988; y Pantoliano y col., Biochem. 30:10117-10125, 1991. 

Las células huésped transformadas o transfectadas se cultivan de acuerdo con procedimientos convencionales en 20 
un medio de cultivo que contiene nutrientes y otros componentes necesarios para el crecimiento de las células 
huésped elegidas. Se conoce en la técnica diversos medios adecuados, incluyendo medios definidos y medios 
complejos, y generalmente incluyen una fuente de carbono, una fuente de nitrógeno, aminoácidos esenciales, 
vitaminas y minerales. Los medios también pueden contener componentes tales como factores de crecimiento o 
suero, según sea necesario. El medio de cultivo generalmente seleccionará células que contienen el ADN añadido 25 
de forma exógena por, por ejemplo, selección con fármacos o deficiencia en un nutriente esencial que se 
complementa por el marcador de selección portado en el vector de expresión o co-transfectado en la célula 
huésped. 

Las proteínas antagonistas de VEGF-A y PDGFRβ se purifican por procedimientos convencionales de purificación de 
proteínas, normalmente por una combinación de técnicas cromatográficas. Véase en líneas generales Affinity 30 
Chromatography: Principles & Methods (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suecia, 1988); Scopes, Protein 
Purification: Principles and Practice (Springer-Verlag, Nueva York 1994). Las proteínas que comprenden un 
polipéptido de cadena pesada de inmunoglobulina pueden purificarse por cromatografía de afinidad sobre proteína A 
inmovilizada. Pueden usarse etapas de purificación adicionales, tales como filtración en gel, para obtener el nivel 
deseado de pureza o para proporcionar desalación, intercambio de tampón, y similares. 35 

Los anticuerpos pueden purificarse del medio de cultivo celular por procedimientos conocidos, tales como 
cromatografía de afinidad usando columnas convencionales y otros equipos. En un procedimiento típico, se recoge 
medio condicionado y puede almacenarse a 4 ºC durante hasta cinco días. Para evitar la contaminación, 
generalmente se añade un agente bacteriostático (por ejemplo, azida sódica). El pH del medio se disminuye 
(normalmente hasta pH ∼5,5), tal como mediante la adición de ácido acético glacial gota a gota. El inferior pH 40 
proporciona una captura óptima de IgG mediante una resina de proteína G. El tamaño de la columna de proteína G 
se determina basándose en el volumen del medio condicionado. La columna compactada se neutraliza con un 
tampón adecuado, tal como NaPO4 35 mM, NaCl 120 mM, pH 7,2. El medio después se pasa sobre la resina de 
proteína G neutralizada a un caudal determinado tanto por el volumen del medio como por el tamaño de la columna. 
El flujo continuo se retiene para posibles pases adicionales sobre la columna. La resina con el anticuerpo capturado 45 
entonces se lava en el tampón de neutralización. La columna se eluye en fracciones usando un tampón ácido de 
elución, tal como glicina 0,1 M, pH 2,7 o equivalente. Cada fracción se neutraliza, tal como con tris 2 M, pH 8,0 a una 
proporción 1:20 de tris:glicina. Las fracciones que contienen proteína (por ejemplo, basándose en la A280) se 
combinan. A las fracciones combinadas se les intercambio el tampón por un tampón adecuado, tal como NaPO4 35 
mM, NaCl 120 mM, pH 7,2 usando una columna de desalación. La concentración se determina por A280 usando un 50 
coeficiente de extinción de 1,44. Los niveles de endotoxina pueden determinarse por ensayo LAL. La proteína 
purificada puede almacenarse congelada, normalmente a -80 ºC. 

IV. Usos para tratamiento 

A. General 

En otro aspecto, la presente memoria descriptiva describe la inhibición de la angiogénesis, particularmente para el 55 
tratamiento de enfermedades o trastornos asociados con la angiogénesis. Generalmente, dichos procedimientos 
incluyen administrar a un sujeto un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A en una cantidad eficaz para inhibir la 
angiogénesis. Más particularmente, para uso terapéutico, el antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A se administra a un 
sujeto que padece, o en elevado riesgo de desarrollar, una enfermedad o trastorno caracterizado por angiogénesis 
aumentada (un "trastorno neovascular"). Los trastornos neovasculares susceptibles a tratamiento de acuerdo con la 60 
presente invención incluyen, por ejemplo, cánceres caracterizados por crecimiento de tumores sólidos (por ejemplo, 
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cáncer pancreático, carcinoma de células renales (RCC), cáncer colorrectal, cáncer pulmonar no microcítico 
(NSCLC), y tumor estromático gastrointestinal (GIST)) así como diversos trastornos oculares neovasculares (por 
ejemplo, degeneración macular relacionada con la edad, retinopatía diabética, neovascularización del iris, y 
glaucoma neovascular), como se indica en las reivindicaciones. Otros trastornos neovasculares susceptibles a 
tratamiento incluyen, por ejemplo, artritis reumatoide, psoriasis, aterosclerosis, inflamación crónica, inflamación 5 
pulmonar, preeclampsia, efusión pericárdica (tal como la asociada con pericarditis), y efusión pleural. 

En ciertas realizaciones que comprenden el uso de un antagonista de PDGFRβ, el antagonista de PDGFRβ es un 
anticuerpo anti-PDGFRβ descrito en el presente documento. En algunas de estas variaciones, el anticuerpo anti-
PDGFRβ se usa en combinación con un antagonista de VEGF-A tal como, por ejemplo, un anticuerpo neutralizante 
que se une específicamente a VEGF-A o a un receptor de VEGF-A. 10 

En otras realizaciones que comprenden el uso de un antagonista de VEGF-A, el antagonista de VEGF-A es un 
anticuerpo anti-VEGF-A descrito en el presente documento. En algunas de estas variaciones, el anticuerpo anti-
VEGF-A se usa en combinación con un antagonista de PDGFRβ tal como, por ejemplo, un anticuerpo neutralizante 
que se une específicamente a PDGFRβ o a un ligando PDGF (por ejemplo, PDGF-B o PDGF-D). 

En variaciones preferidas, se usa un antagonista tanto de PDGFRβ como de VEGF-A. Es particularmente preferido 15 
el uso de un anticuerpo neutralizante anti-PDGFRβ descrito en el presente documento en combinación con un 
anticuerpo neutralizante anti-VEGF-A descrito en el presente documento. 

En cada una de las realizaciones que comprenden el uso de un antagonista de PDGFRβ en combinación con un 
antagonista de VEGF-A, el antagonista de PDGFRβ y el antagonista de VEGF-A pueden administrarse de forma 
simultánea o separada (por ejemplo, en diferentes momentos y/o en sitios diferentes de administración). Por 20 
consiguiente, en ciertas variaciones que comprenden la administración simultánea de un antagonista de PDGFRβ y 
un antagonista de VEGF-A, el procedimiento incluye la administración de una composición de unión biespecífica que 
comprende (a) un anticuerpo que se une específicamente al dominio extracelular de PDGFRβ y neutraliza la 
actividad PDGFRβ y (b) un anticuerpo que se une específicamente a VEGF-A y neutraliza la actividad VEGF-A. En 
realizaciones particularmente preferidas, la administración del antagonista de PDGFRβ y el antagonista de VEGF-A 25 
comprende administrar un anticuerpo biespecífico que se une a y neutraliza tanto PDGFRβ como VEGF-A. En 
ciertas realizaciones que comprenden la administración separada de un antagonista de PDGFRβ y un antagonista 
de VEGF-A, el antagonista de PDGFRβ y el antagonista de VEGF-A se administran secuencialmente. En dichas 
realizaciones, la administración de cada agente puede ser mediante el mismo procedimiento o diferente. 

En cada una de las realizaciones de los procedimientos de tratamiento descritos en el presente documento, el 30 
antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A se suministra de un modo coherente con las metodologías convencionales 
asociadas con el tratamiento de la enfermedad o trastorno para el cual se busca tratamiento. De acuerdo con la 
divulgación en el presente documento, se administra una cantidad eficaz de los antagonistas a un sujeto en 
necesidad de dicho tratamiento durante un tiempo y en condiciones suficientes para prevenir o tratar la enfermedad 
o trastorno. 35 

Los sujetos para la administración de antagonistas descritos en el presente documento incluyen pacientes en 
elevado riesgo de desarrollar una enfermedad o trastorno particular asociado con angiogénesis así como pacientes 
que presentan un trastorno neovascular existente. En ciertas realizaciones, se ha diagnosticado que el sujeto tiene 
la enfermedad o trastorno para el cual se busca tratamiento. Además, los sujetos pueden controlarse durante el 
transcurso del tratamiento para cualquier cambio en la enfermedad o trastorno (por ejemplo, para un aumento o 40 
disminución en los síntomas clínicos de la enfermedad o trastorno). Además, en algunas variaciones, el sujeto no 
padece otra enfermedad o trastorno que requiera tratamiento que implique inhibir cualquiera de las vías PDGFRβ y 
VEGF-A o ambas. 

En aplicaciones profilácticas, se administran composiciones farmacéuticas o medicamentos a un paciente 
susceptible a, o de otro modo en riesgo de, una enfermedad particular en una cantidad suficiente para eliminar o 45 
reducir el riesgo o retardar la aparición de la enfermedad. En aplicaciones terapéuticas, se administran 
composiciones o medicamentos a un paciente que se sospecha que padece, o que ya padece dicha enfermedad en 
una cantidad suficiente para curar, o al menos detener parcialmente, los síntomas de la enfermedad y sus 
complicaciones. Una cantidad adecuada para conseguir esto se menciona como una dosis o cantidad terapéutica o 
farmacéuticamente eficaz. En regímenes tanto profilácticos como terapéuticos, los agentes habitualmente se 50 
administran en varias dosis hasta que se ha conseguido una respuesta suficiente (por ejemplo, inhibición de 
actividad inapropiada de angiogénesis). Normalmente, la respuesta se controla y se dan dosis repetidas si la 
respuesta deseada comienza a desaparecer. 

Para identificar paciente objeto para el tratamiento, pueden emplearse procedimientos de selección aceptados para 
determinar los factores de riesgo asociados con trastornos neovasculares específicos o para determinar el estado de 55 
un trastorno existente identificado en un sujeto. Dichos procedimientos pueden incluir, por ejemplo, determinar si un 
individuo tiene parientes a los que se ha diagnosticado una enfermedad particular. Los procedimientos de selección 
también pueden incluir, por ejemplo, intervenciones convencionales para determinar el estado familiar para una 
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enfermedad particular que se sabe que tiene un componente hereditario. Por ejemplo, también se sabe que diversos 
cánceres tienen ciertos componentes hereditarios. Los componentes hereditarios de los cánceres incluyen, por 
ejemplo, mutaciones en múltiples genes que son transformantes (por ejemplo, Ras, Raf, EGFR, cMet, y otros), la 
presencia o ausencia de ciertas moléculas HLA y receptores inhibidores de eliminación (KIR), o mecanismos 
mediante los cuales las células cancerosas son capaces de modular la supresión inmune de células como células 5 
NK y linfocitos T, directa o indirectamente (véase, por ejemplo, Ljunggren y Malmberg, Nature Rev. Immunol. 7:329-
339, 2007; Boyton y Altmann, Clin Exp. lmmunol. 149:1-8, 2007). Hacia este fin, pueden emplearse de forma 
rutinaria sondas nucleotídicas para identificar individuos que portan marcadores genéticos asociados con una 
enfermedad particular de interés. Además, se conoce una amplia diversidad de procedimientos inmunológicos en la 
técnica que son útiles para identificar marcadores para enfermedades específicas. Por ejemplo, están disponibles 10 
diversos procedimientos de inmunoensayo ELISA y son bien conocidos en la técnica, que emplean sondas de 
anticuerpo monoclonal para detectar antígenos asociados con tumores específicos. La selección puede 
implementarse según indique la sintomatología conocida del paciente, factores de edad, factores de riesgo 
relacionados, etc. Estos procedimientos permiten al médico seleccionar de forma rutinaria pacientes en necesidad 
de los procedimientos descritos en el presente documento para su tratamiento. De acuerdo con estos 15 
procedimientos, puede implementarse la inhibición de la angiogénesis según un programa de tratamiento 
independiente o como un régimen de seguimiento, auxiliar, o de tratamiento coordinado a otros tratamientos. 

Para su administración, el antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A se formula como una composición farmacéutica. 
Una composición farmacéutica que comprende un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A puede formularse de 
acuerdo con procedimientos conocidos para preparar composiciones farmacéuticamente útiles, mediante los cuales 20 
la molécula terapéutica se combina en una mezcla con un vehículo farmacéuticamente aceptable. Se dice que una 
composición es un "vehículo farmacéuticamente aceptable" si su administración puede tolerarse por un paciente 
destinatario. Solución salina tamponada con fosfato estéril es un ejemplo de un vehículo farmacéuticamente 
aceptable. Otros vehículos adecuados son bien conocidos para los especialistas en la técnica. (Véase, por ejemplo, 
Gennaro (ed.), Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Company, 19ª ed. 1995).) Las formulaciones 25 
pueden incluir adicionalmente uno o más excipientes, conservantes, solubilizantes, agentes tamponantes, albúmina 
para evitar la pérdida de proteína sobre las superficies de los viales, etc. Los antagonistas monoespecíficos pueden 
formularse individualmente o proporcionarse en una formulación combinada. 

Una composición farmacéutica que comprende un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A se administra a un sujeto en 
una cantidad eficaz. Como se describe en el presente documento, un antagonista puede administrarse a sujetos 30 
mediante diversos modos de administración incluyendo, por ejemplo, por vía de administración intramuscular, 
subcutánea, intravenosa, intra-auricular, intra-articular, parenteral, intranasal, intrapulmonar, transdérmica, 
intrapleural, intratecal, y oral. Para uso farmacéutico para el tratamiento de trastornos oculares neovasculares, los 
antagonistas de PDGFRβ y/o VEGF-A normalmente se formulan para inyección intravítrea de acuerdo con 
procedimientos convencionales. Con fines de prevención y tratamiento, un antagonista puede administrarse a un 35 
sujeto en un suministro de un único bolo, mediante suministro continuo (por ejemplo, suministro transdérmico 
continuo) durante un periodo prolongado de tiempo, o en un protocolo repetido de administración (por ejemplo, en 
una base horaria, diaria, o semanal). 

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de una composición es esa cantidad que produce un efecto 
estadísticamente significativo, tal como una reducción estadísticamente significativa en la progresión de la 40 
enfermedad o una mejora estadísticamente significativa en la función del órgano. La dosis exacta la determinará el 
médico de acuerdo con normas aceptadas, teniendo en cuenta la naturaleza y gravedad de la afección a tratar, los 
rasgos del paciente, etc. La determinación de la dosis pertenece al nivel de habilidad habitual en la técnica. 

La determinación de las dosis eficaces en este contexto se basa normalmente en estudios en modelos animales 
seguidos por ensayos clínicos en seres humanos y está guiada por la determinación de las dosis eficaces y 45 
protocolos de administración que reducen significativamente la aparición o gravedad de la enfermedad o trastorno 
objeto en sujetos modelo. Las dosis eficaces de las composiciones de la presente invención varían dependiendo de 
muchos factores diferentes, incluyendo el medio de administración, el sitio diana, el estado fisiológico del paciente, si 
el paciente es un ser humano o un animal, otras medicaciones administradas, si el tratamiento es profiláctico o 
terapéutico, así como la actividad específica de la propia composición y su capacidad para provocar la respuesta 50 
deseada en el individuo. Habitualmente, el paciente es un ser humano, pero en algunas enfermedades, el paciente 
puede ser un mamífero no humano. Normalmente, los regímenes de dosificación se ajustan para proporcionar una 
respuesta terapéutica óptima, es decir, para optimizar la seguridad y la eficacia. Por consiguiente, una cantidad 
terapéutica o profilácticamente eficaz también es una en que cualquier efecto colateral indeseado se supera por los 
efectos beneficiosos de inhibir la angiogénesis. Para la administración de un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A, 55 
una dosificación normalmente varía de aproximadamente 0,1 µg a 100 mg/kg o 1 µg/kg a aproximadamente 50 
mg/kg, y más habitualmente de 10 µg a 5 mg/kg del peso corporal del sujeto. En realizaciones más específicas, una 
cantidad eficaz del agente es entre aproximadamente 1 µg/kg y aproximadamente 20 mg/kg, entre aproximadamente 
10 µg/kg y aproximadamente 10 mg/kg, o entre aproximadamente 0,1 mg/kg y aproximadamente 5 mg/kg. Las dosis 
dentro de este intervalo pueden conseguirse por administraciones únicas o múltiples incluyendo, por ejemplo, 60 
múltiples administraciones por día o administraciones diarias, semanas, bi-semanales, o mensuales. Por ejemplo, en 
ciertas variaciones, un régimen consta de una administración inicial seguida de múltiples administraciones 
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posteriores a intervalos semanales o bi-semanales. Otro régimen consta de una administración inicial seguida de 
múltiples administraciones posteriores a intervalos mensuales o bi-mensuales. Como alternativa, las 
administraciones pueden ser en una base irregular indicada por el control de la actividad de células NK y/o los 
síntomas clínicos de la enfermedad o trastorno. 

Las dosis de la composición farmacéutica puede variarse por el médico asistente para mantener una concentración 5 
deseada en un sitio diana. Por ejemplo, si se selecciona un modo intravenoso de suministro, la concentración local 
del agente en el torrente sanguíneo en el tejido diana puede ser entre aproximadamente 1-50 nanomoles de la 
composición por litro, a veces entre aproximadamente 1,0 nanomoles por litro y 10, 15, ó 25 nanomoles por litro 
dependiendo del estado del sujeto y la respuesta medida proyectada. Pueden seleccionarse concentraciones 
superiores o inferiores basándose en el modo de suministro, por ejemplo, suministro trans-epidérmico frente a 10 
suministro a una superficie mucosa. La dosis también debe ajustarse basándose en la tasa de liberación de la 
formulación administrada, por ejemplo, pulverización nasal frente a partículas en polvo, orales o inyectadas de 
liberación sostenida, formulaciones transdérmicas, etc. Para conseguir el mismo nivel de concentración en suero, 
por ejemplo, se administrarían partículas de liberación lenta con una tasa de liberación de 5 nanomolar (en 
condiciones convencionales) a aproximadamente dos veces la dosis de partículas con una tasa de liberación de 10 15 
nanomolar. 

Una composición farmacéutica que comprende un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A puede facilitarse en forma 
líquida, en un aerosol, o en forma sólida. Las formas líquidas, se ilustran por soluciones inyectables, aerosoles, 
gotas, soluciones topológicas y suspensiones orales. Formas sólidas a modo de ejemplo incluyen cápsulas, 
comprimidos, y formas de liberación controlada. La última forma se ilustra por bombas miniosmóticas e implantes. 20 
(Véase, por ejemplo, Bremer y col., Pharm. Biotechnol. 10:239, 1997; Ranade, "Implants in Drug Delivery," en Drug 
Delivery Systems 95-123 (Ranade y Hollinger, eds., CRC Press 1995); Bremer y col., "Protein Delivery with Infusion 
Pumps," en Protein Delivery: Physical Systems 239-254 (Sanders y Hendren, eds., Plenum Press 1997); Yewey y 
col., "Delivery of Proteins from a Controlled Release Injectable Implant," en Protein Delivery: Physical Systems 93-
117 (Sanders y Hendren, eds., Plenum Press 1997).) Otras formas sólidas incluyen cremas, pastas, otras 25 
aplicaciones topológicas, y similares. 

Los liposomas proporcionan un medio para suministrar polipéptidos terapéuticos a un sujeto, por ejemplo, de forma 
intravenosa, intraperitoneal, intratecal, intramuscular, subcutánea, o mediante administración oral, inhalación, o 
administración intranasal. Los liposomas son vesículas microscópicas que constan de una o más bicapas lipídicas 
que rodean compartimientos acuosos. (Véase, en líneas generales, Bakker-Woudenberg y col., Eur. J. Clin. 30 
Microbiol. Infect. Dis. 12 (Supl. 1):S61, 1993; Kim, Drugs 46:618, 1993; Ranade, "Site-Specific Drug Delivery Using 
Liposomes as Carriers," en Drug Delivery Systems 3-24 (Ranade y Hollinger, eds., CRC Press 1995)) Los liposomas 
son de composición similar a las membranas celulares y como resultado, los liposomas pueden administrarse de 
forma segura y son biodegradables. Dependiendo del procedimiento de preparación, los liposomas pueden ser 
unilamelares o multilamelares, y los liposomas pueden variar en tamaño con diámetros que varían de 0,02 µm a más 35 
de 10 µm. Puede encapsularse diversos agentes en liposomas: la división de agentes hidrófobos en las bicapas y la 
división de agentes hidrófilos dentro el espacio o espacios acuosos internos. (Véase, por ejemplo, Machy y col., 
Liposomes In Cell Biology And Pharmacology (John Libbey 1987); Ostro y col., American J. Hosp. Pharm. 46:1576, 
1989.) Además, es posible controlar la disponibilidad terapéutica del agente encapsulado variando el tamaño del 
liposoma, la cantidad de bicapas, la composición lipídica, así como la carga y las características superficiales de los 40 
liposomas. 

Los liposomas pueden adsorberse a casi cualquier tipo de célula y después liberar lentamente el agente 
encapsulado. Como alternativa, un liposoma absorbido puede endocitarse por células que son fagocíticas. La 
endocitosis viene seguida por la degradación intralisosómica de los lípidos liposomales y la liberación de los agentes 
encapsulados (véase Scherphof y col., Ann. N. Y. Acad Sci. 446:368, 1985). Después de la administración 45 
intravenosa, los liposomas pequeños (0,1 a 1,0 µm) normalmente se captan por células del sistema 
reticuloendotelial, localizado principalmente en el hígado y el bazo, mientras que los liposomas mayores de 3,0 µm 
se depositan en el pulmón. Esta captación preferencial de liposomas más pequeños por las células del sistema 
reticuloendotelial se ha usado para suministrar agentes quimioterapéuticos a macrófagos y a tumores del hígado. 

El sistema reticuloendotelial puede esquivarse mediante varios procedimientos incluyendo saturación con grandes 50 
dosis de partículas liposómicas, o inactivación selectiva de macrófagos por medios farmacológicos (véase Claassen 
y col., Biochim. Biophys. Acta 802:428, 1984). Además, la incorporación de fosfolípidos derivatizados con 
glucolípidos o polietilenglicol en membranas liposómicas ha demostrado provocar una captación significativamente 
reducida por el sistema reticuloendotelial (véase Allen y col., Biochim. Biophys. Acta 1068:133, 1991; Allen y col., 
Biochim. Biophys. Acta 1150:9, 1993). 55 

Los liposomas también pueden prepararse para abordar células u órganos particulares variando la composición 
fosfolipídica o insertando receptores o contra-receptores en los liposomas. Por ejemplo, se han usado liposomas, 
preparados con un elevado contenido de un tensioactivo aniónico, para abordar el hígado. (Véase, por ejemplo, la 
patente japonesa 04-244.018 de Hayakawa y col.; Kato y col., Biol. Pharm. Bull. 16:960, 1993.) Estas formulaciones 
se prepararon mezclando fosfatidilcolina de soja, α-tocoferol, y aceite de ricino hidrogenado etoxilado (HCO-60) en 60 
metanol, concentrado la mezcla al vacío, y después reconstituyendo la mezcla con agua. Una formulación 
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liposómica de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) con una mezcla de esterilglucósido derivado de soja (SG) y 
colesterol (Ch) también ha demostrado abordar el hígado. (Véase Shimizu y col. Biol. Pharm. Bull. 20:881, 1997.) 

Como alternativa, diversos contra-receptores de direccionamiento pueden unirse a la superficie del liposoma, tales 
como anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, carbohidratos, vitaminas, y proteínas de transporte. Por ejemplo, para 
direccionamiento al hígado, los liposomas pueden modificarse con derivados de galactosil-lípido de tipo ramificado 5 
para abordar receptores de asialoglucoproteína (galactosa), que se expresan exclusivamente sobre la superficie de 
células hepáticas. (Véase Kato y Sugiyama, Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 14:287, 1997; Murahashi y col., Biol. 
Pharm. Bull 20:259, 1997.) En un enfoque más general al direccionamiento tisular, las células diana se premarcan 
con anticuerpos biotinilados específicos para un contra-receptor expresado por la célula diana. (Véase Harasym y 
col., Adv. Drug Deliv. Rev. 32:99, 1998.) Después de la eliminación del plasma del anticuerpo libre, se administran 10 
liposomas conjugados con estreptavidina. En otro enfoque, se unen directamente anticuerpos de direccionamiento a 
los liposomas. (Véase Harasym y col., supra.) 

Los polipéptidos y anticuerpos pueden encapsularse dentro de liposomas usando técnicas convencionales de 
microencapsulación de proteínas. (Véase, por ejemplo, Anderson y col., Infect. Immun. 31:1099, 1981; Anderson y 
col., Cancer Res. 50:1853, 1990; Cohen y col., Biochim. Biophys. Acta 1063:95, 1991; Alving y col. "Preparation and 15 
Use of Liposomes in Immunological Studies," en Liposome Technology (Vol. III) 317 (Gregoriadis, ed., CRC Press, 
2ª ed. 1993); Wassef y col., Meth. Enzymol. 149:124, 1987.) Como se ha indicado anteriormente, los liposomas 
terapéuticamente útiles pueden contener diversos componentes. Por ejemplo, los liposomas pueden comprender 
derivados lipídicos de poli(etilenglicol). (Véase Allen y col., Biochim. Biophys. Acta 1150:9, 1993.) 

Se han diseñado microesferas poliméricas degradables para mantener niveles sistémicos elevados de proteínas 20 
terapéuticas. Las microesferas se preparan a partir de polímeros degradables tales como poli(lactida-co-glicolida) 
(PLG), polianhídridos, poli (orto ésteres), polímeros no biodegradables de etilvinil acetato, en que las proteínas se 
atrapan en el polímero. (Véase, por ejemplo, Gombotz y Pettit, Bioconjugate Chem. 6:332, 1995; Ranade, "Role of 
Polymers in Drug Delivery," en Drug Delivery Systems 51-93 (Ranade y Hollinger, ends., CRC Press 1995); Roskos 
y Maskiewicz, "Degradable Controlled Release Systems Useful for Protein Delivery," en Protein Delivery: Physical 25 
Systems 45-92 (Sanders y Hendren, eds., Plenum Press 1997); Bartus y col., Science 281:1161, 1998; Putney y 
Burke, Nature Biotechnology 16:153, 1998; Putney, Curr. Opin. Chem. Biol. 2:548, 1998.) Nanoesferas recubiertas 
con polietilenglicol (PEG) también pueden proporcionar vehículos para administración intravenosa de proteínas 
terapéuticas. (Véase, por ejemplo, Gref y col., Pharm. Biotechnol. 10:167, 1997.) 

Los especialistas en la técnica pueden idear otras formas de dosificación, como se muestra por, por ejemplo, Ansel y 30 
Popovich, Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems (Lea y Febiger, 5ª ed. 1990); Gennaro (ed.), 
Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Company, 19ª ed. 1995), y Ranade y Hollinger, Drug 
Delivery Systems (CRC Press 1996). 

Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento también pueden usarse en el contexto de 
terapia de combinación. La expresión "terapia de combinación" se usa en el presente documento para indicar que a 35 
un sujeto se le administra al menos una dosis terapéuticamente eficaz de un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A y 
otro agente terapéutico. El antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A puede ser, por ejemplo, una composición de unión 
biespecífica que se une a y neutraliza tanto PDGFRβ como VEGF-A. En la presente invención, la composición de 
unión biespecífica es un anticuerpo biespecífico definido en las reivindicaciones. 

Por ejemplo, en el contexto de inmunoterapia contra el cáncer, pueden usarse composiciones que tienen actividad 40 
antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A como agente de inhibición de la angiogénesis en combinación con 
quimioterapia o radiación. Los antagonistas de PDGFRβ y/o VEGF-A pueden trabajar en sinergia con tipos 
convencionales de quimioterapia o radiación. Los antagonistas de PDGFRβ y/o VEGF-A pueden reducir 
adicionalmente la carga tumoral y permitir una eliminación más eficaz por el agente quimioterapéutico. 

Las composiciones descritas en el presente documento que muestran actividad inhibidora de la angiogénesis 45 
también pueden usarse en combinación con compuestos inmunomoduladores incluyendo diversas citoquinas y 
moléculas co-estimuladoras/inhibidoras. Estos podrían incluir, aunque sin limitación, el uso de citoquinas que 
estimulan respuestas inmunes anti-cáncer. Por ejemplo, el uso combinado de IL-2 e IL-12 muestra efectos 
beneficiosos en linfoma de linfocitos T, carcinoma de células escamosas, y cáncer pulmonar. (Véase Zaki y col., J. 
Invest. Dermatol. 118:366-71, 2002; Li y col., Arch. Otolaryngol. Head Neck Surg. 127:1319-24, 2001; Hiraki y col., 50 
Lung Cancer 35:329-33, 2002.) Además, los antagonistas de PDGFRβ y/o VEGF-A podrían combinarse con 
reactivos que co-estimulan diversas moléculas de superficie celular halladas en células efectoras de base inmune, 
tal como la activación de CD137. (Véase Wilcox y col., J. Clin. Invest. 109:651-9, 2002) o la inhibición de CTLA4 
(Chambers y col., Ann. Rev. Immunol. 19:565-94, 2001). Como alternativa, los antagonistas de PDGFRβ y/o VEGF-
A podrían usarse con reactivos que inducen la apoptosis de células tumorales interaccionando con receptores 55 
relacionados con TRAIL. (Véase, por ejemplo, Takeda y col., J. Exp. Med. 195:161-9, 2002; Srivastava, Neoplasia 
3:535-46, 2001.) Dichos reactivos incluyen el ligando TRAIL, fusiones de ligando TRAIL-Ig, anticuerpos anti-TRAIL, y 
similares. 
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En otras variaciones, se usan un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A en combinación con una terapia de 
anticuerpo monoclonal que no aborda específicamente la angiogénesis. Dicha terapia de combinación es 
particularmente útil para el tratamiento del cáncer, en que el uso de anticuerpos monoclonales, particularmente 
anticuerpos dirigidos contra antígenos expresados en tumor, se está convirtiendo en práctica convencional para 
muchos tumores, incluyendo carcinoma de células de mama (trastuzumab o HERCEPTIN®) y carcinoma de colon 5 
(cetuximab o ERBITUX®). 

Las composiciones farmacéuticas pueden proveerse como un kit que comprende un recipiente que comprende una 
composición terapéutica descrita en el presente documento. Puede proporcionarse una composición terapéutica, por 
ejemplo, en forma de una solución inyectable para dosis únicas o múltiples, o en forma de un polvo estéril que se 
reconstituirá antes de inyectarse. Como alternativa, dicho kit puede incluir un dispersador de polvo seco, generador 10 
de aerosol líquido, o nebulizador para la administración de una composición terapéutica. Dicho kit puede 
comprender adicionalmente información escrita sobre indicaciones y uso de la composición farmacéutica. 

B. Tratamiento del cáncer 

1. Tipos de cáncer 

Los cánceres susceptibles a tratamiento de acuerdo con la presente invención incluyen cánceres caracterizados por 15 
la presencia de tumores sólidos. Como se ha analizado anteriormente, la cantidad de vasos sanguíneos en un tejido 
tumoral es un potente indicador pronóstico negativo para cánceres que implican la formación de tumores sólidos 
(véase, por ejemplo, Weidner y col., (1992), supra; Weidner y col., (1993), supra; Li y col., supra; Foss y col., supra), 
y parece que tanto la familia de VEGF como la de PDGF de moléculas de señalización desempeñan tareas clave en 
el desarrollo de nuevos vasos sanguíneos asociados con tumores sólidos. La siguiente Tabla 7 enumera algunos 20 
cánceres caracterizados por la formación de tumores sólidos, organizados predominantemente por tejidos diana. 

Tabla 7: Ejemplos de cánceres que implican formación de tumores sólidos 

1.         Cáncer de cabeza y cuello 
 a. Cerebro 
 b. Cavidad oral 
 c. Orofaringe 
 d. Nasofaringe 
 e. Hipofaringe 
 f. Cavidades nasales y senos paranasales 
 g. Laringe 
 h. Labios 

2.         Cánceres pulmonares 
 a. Carcinoma no microcítico 
 b. Carcinoma microcítico 

3.         Cánceres del tracto gastrointestinal 
 a. Cáncer Colorrectal 
 b. Cáncer gástrico  
 c. Cáncer esofágico  
 d. Cáncer anal  
 e. Cáncer del conducto biliar extra-hepático  
 f. Cáncer de la Ampolla de Vater  
 g. Tumor estromático gastrointestinal (GIST)  

4.         Cáncer hepático  
 a.  Adenoma de células hepáticas 
 b.  Carcinoma hepatocelular 

5.         Cáncer de mama  
6.         Cáncer ginecológico  
 a. Cáncer cervical  
 b. Cáncer de ovario  
 c. Cáncer vaginal  
 d. Cáncer de vulva  
 e. Neoplasia trofoblástica gestacional   
 f. Cáncer uterino  
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(continuación) 

7.         Cáncer del tracto urinario  
 a. Carcinoma cáncer renal  
 b. Cáncer de próstata  
 c. Cáncer de vejiga urinaria  
 d. Cáncer de pene  
 e. Cáncer de uretra  

8.         Cáncer de vejiga urinaria  
9.         Tumores neurológicos  
 a. Astrocitoma y glioblastoma  
 b. Linfoma primario del SNC  
 c. Meduloblastoma  
 d. Tumores de células germinales  
 e. Retinoblastoma  

10.         Neoplasmas endocrinos  
 a. Cáncer de tiroides  
 b. Cáncer pancreático  
  1) Tumores de las células de los 

islotes 
   a)            Insulinomas 
   b)            Glucagonomas 
 c. Feocromocitoma  
 d. Carcinoma adrenal  
 e. Tumores carcinoides  
 f. Carcinoma de paratiroides  
 g. Neoplasmas de la glándula pineal  

11. 12. 13. 14. 15.         Cánceres cutáneos 
 a. Melanoma maligno 
 b. Carcinoma de células escamosas 
 c. Carcinoma de células basales 
 d. Sarcoma de Kaposi 
         Cánceres óseos 
 a. Osteoblastoma 
 b. Osteocondroma 
 c. Osteosarcoma 
         Neoplasmas de tejido conectivo 
 a. Condroblastoma 
 b. Condroma 
         Cánceres infantiles 
 a. Cánceres cerebrales 
 b. Neuroblastoma 
 c. Tumor de Wilm (nefroblastoma) 
 d. Rabdomiosarcoma 
 e. Retinoblastoma 
         Cánceres sensibles a inmunoterapia 
 a. Melanoma 
 b. Cáncer renal 
 c. Cáncer de mama 
 d. Cáncer de próstata 
 e. Cáncer colorrectal 
 f. Cáncer cervical 
 g. Cáncer de ovarios 
 h. Cáncer pulmonar 
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Por consiguiente, en ciertas realizaciones, un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A descrito en el presente 
documento se usa para tratar un cáncer caracterizado por la presencia de un tumor sólido tal como, por ejemplo, 
cualquiera de los cánceres enumerados en la Tabla 7. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el cáncer a tratar de 
acuerdo con la presente invención se selecciona entre los siguientes: un cáncer de la cabeza y el cuello (por 
ejemplo, un cáncer de la cavidad oral, orofaringe, nasofaringe, hipofaringe, cavidad nasal o senos paranasales, 5 
laringe, labios, o glándula salival); un cáncer pulmonar (por ejemplo, cáncer pulmonar no microcítico, carcinoma 
microcítico, o mesotelioma); un cáncer del tracto gastrointestinal (por ejemplo, cáncer colorrectal, cáncer gástrico, 
cáncer esofágico, o cáncer anal); tumor estromático gastrointestinal (GIST); adenocarcinoma pancreático; carcinoma 
pancreático de células acinares; un cáncer del intestino delgado; un cáncer del hígado o el árbol biliar (por ejemplo, 
adenoma de células hepáticas, carcinoma hepatocelular, hemangiosarcoma, colangiosarcoma extrahepático o 10 
intrahepático, cáncer de la ampolla de vater, o cáncer de vesícula biliar); un cáncer de mama (por ejemplo, cáncer 
metastásico de mama o cáncer inflamatorio de mama); un cáncer ginecológico (por ejemplo, cáncer cervical, cáncer 
de ovario, cáncer de trompas de Falopio, carcinoma peritoneal, cáncer vaginal, cáncer de la vulva, neoplasia 
trofoblástica gestacional, o cáncer uterino, incluyendo cáncer de endometrio o sarcoma uterino); un cáncer del tracto 
urinario (por ejemplo, cáncer de próstata; cáncer de vejiga; cáncer de pene; cáncer de uretra, o cáncer de riñón tal 15 
como, por ejemplo, carcinoma de células renales o carcinoma de células de transición, incluyendo pelvis renal y 
uréter); cáncer testicular; un cáncer del sistema nervioso central (SNC) tal como un tumor intracraneal (por ejemplo, 
astrocitoma, astrocitoma anaplásico, glioblastoma, oligodendroglioma, oligodendroglioma anaplásico, ependimoma, 
linfoma primario del SNC, meduloblastoma, tumor de células germinales, neoplasma de la glándula pineal, 
meningioma, tumor de la pituitaria, tumor de la vaina de los nervios (por ejemplo, schwannoma), cordoma, 20 
craneofaringioma, un tumor del plexo coroideo (por ejemplo, carcinoma del plexo coroideo); o otros tumores 
intracraneales de origen neuronal o glial) o un tumor de la médula espinal (por ejemplo, schwannoma, meningioma); 
una neoplasia endocrina (por ejemplo, cáncer de tiroides tal como, por ejemplo, carcinoma de tiroides, cáncer 
medular, o linfoma de tiroides; un tumor endocrino pancreático tal como, por ejemplo, un insulinoma o glucagonoma; 
un carcinoma adrenal tal como, por ejemplo, feocromocitoma; un tumor carcinoide; o un carcinoma de paratiroides); 25 
un cáncer cutáneo (por ejemplo, carcinoma de células escamosas; carcinoma de células basales; sarcoma de 
Kaposi; o un melanoma maligno tal como, por ejemplo, un melanoma intraocular); un cáncer óseo (por ejemplo, un 
sarcoma óseo tal como, por ejemplo, osteosarcoma, osteocondroma, o sarcoma de Ewing); mieloma múltiple; un 
cloroma; un sarcoma de tejido blando (por ejemplo, un tumor fibroso o tumor fibrohistiocítico); un tumor del músculo 
liso o músculo esquelético; un tumor perivascular de vasos sanguíneos o linfáticos (por ejemplo, sarcoma de 30 
Kaposi); un tumor sinovial; un tumor mesotelial; un tumor neural; un tumor paraganglionar; un tumor cartilaginoso u 
óseo extrasquelético; y un tumor mesenquimático pluripotencial. 

En algunas variaciones, el cáncer a tratar es un cáncer infantil tal como, por ejemplo, cáncer cerebral, 
neuroblastoma, tumor de Wilm (nefroblastoma), rabdomiosarcoma, retinoblastoma, o hepatoblastoma. 

En otras variaciones, el cáncer es un cáncer sensible a inmunoterapia tal como, por ejemplo, melanoma, cáncer 35 
renal, cáncer de mama, cáncer de próstata, cáncer colorrectal, cáncer cervical, cáncer de ovario, o cáncer pulmonar. 

Algunos de los cánceres enumerados anteriormente, incluyendo algunos de los modelos animales relevantes para 
evaluar los efectos del antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A sobre respuestas tumorales, se analizan en detalle 
adicional a continuación. 

a. Melanoma 40 

El melanoma de propagación superficial es el tipo más común de melanoma. Aproximadamente 7 de cada 10 (70 %) 
son de este tipo. Aparecen principalmente en personas de mediana edad. El sitio más común en mujeres es en las 
piernas, mientras que en hombres es más común en el torso, particularmente la espalda. Tienden a empezar 
propagándose a través de la superficie de la piel: esto se conoce como fase de crecimiento radial. Si el melanoma 
se retira en esta fase existen muy altas probabilidades de cura. Si el melanoma no se elimina, comienza a crecer 45 
más profundo en las capas de la piel. Entonces existe riesgo de que se propague en el torrente sanguíneo o sistema 
linfático a otras partes del organismo. El melanoma nodular aparece más frecuentemente en el pecho o la espalda. 
Se halla más habitualmente en personas de mediana edad. Tiende a crecer más profundo en la piel de forma 
bastante rápida si no se elimina. Este tipo de melanoma a menudo se eleva por encima del resto de la superficie de 
la piel y se siente como un bulto. Puede ser marrón muy oscuro-negro o negro. El melanoma lentiginoso maligno se 50 
encuentra más habitualmente en la cara, particularmente en personas ancianas. Crece lentamente y puede tardar 
varios años en desarrollarse. El melanoma acral se encuentra habitualmente en las palmas de las manos, las 
plantas de los pies o alrededor de las uñas de los pies. Otros tipos muy raros de melanoma de la piel incluyen 
melanoma amelanótico (en que el melanoma pierde su pigmento y aparece como un área blanca) y melanoma 
desmoplásico (que contiene tejido cicatrizal fibroso). El melanoma maligno puede comenzar en partes del cuerpo 55 
diferentes a la piel pero esto es muy raro. Las partes del cuerpo que pueden verse afectadas son el ojo, la boca, 
bajo las uñas de los dedos de las manos (conocido como melanoma subungueal), la vulva o tejidos vaginales, o de 
forma interna. 

La mayoría de los melanomas comienzan con un cambio en el aspecto de la piel normal. Esto puede parecerse a un 
nuevo lunar anormal. Menos de un tercio se desarrollan en lunares existentes. Puede ser difícil explicar la diferencia 60 
entre un lunar y un melanoma, pero puede usarse la siguiente lista de comprobación para ayudar. Se conoce como 
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la lista ABCD. Asimetría - los lunares normales son habitualmente de forma simétrica. Los melanomas 
probablemente son irregulares o asimétricos. Borde - los lunares habitualmente tienen un borde regular bien 
definido. Los melanomas tienen mayor probabilidad de tener un borde irregular con límites dentados. Color - los 
lunares son habitualmente de un marrón uniforme. Los melanomas tienden a tener más de un color. Pueden ser de 
tonos variados de marrón mezclado con negro, rojo, rosa, blanco o un matiz azulado. Diámetro - los lunares son 5 
normalmente no mayores que el extremo romo de un lápiz (aproximadamente 6 mm transversalmente). Los 
melanomas son habitualmente de más de 7mm de diámetro. Los lunares normales pueden elevarse desde la piel y/o 
pueden ser velludos. También puede haber picor, formación de costras o sangrado en melanomas - estos son 
signos menos comunes pero no deben ignorarse (sitio web de Internet cancerbacup). Los efectos de un antagonista 
de PDGFRβ y/o VEGF-A sobre la respuesta tumoral pueden evaluarse en un modelo de melanoma murino similar al 10 
descrito en Hermans y col., Cancer Res. 63:8408-13, 2003; Ramont y col., Exp. Cell Res. 29:1-10, 2003; Safwat y 
col., J. Exp. Ther. Oncol. 3:161-8, 2003; y Fidler, Nat New Biol. 242:148-9, 1973. 

b. Carcinoma de células renales 

El carcinoma de células renales, una forma de cáncer de riñón que implica cambios cancerosos en las células del 
túbulo renal, es el tipo más común de cáncer de riñón en adultos. Se desconoce porqué las células se vuelven 15 
cancerosas. Un historial de tabaquismo aumenta enormemente el riesgo de desarrollar carcinoma de células 
renales. Algunas personas también pueden tener un riesgo hereditario y aumentado a desarrollar carcinoma de 
células renales, y una historia familiar de cáncer de riñón aumenta el riesgo. Personas con enfermedad de von 
Hippel-Lindau, una enfermedad hereditaria que afecta a los capilares del cerebro, habitualmente también desarrollan 
carcinoma de células renales. Trastornos renales que requieren diálisis para su tratamiento también aumentan el 20 
riesgo de desarrollar carcinoma de células renales. El primer síntoma es habitualmente sangre en la orina. A veces 
están implicados los dos riñones. El cáncer metastatiza o se propaga fácilmente, muy a menudo hasta los pulmones 
y otros órganos, y aproximadamente un tercio de los pacientes tiene metástasis en el momento del diagnóstico (sitio 
web de Internet Medline Plus Medical Encyclopedia). Los efectos de un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A sobre 
la respuesta tumoral pueden evaluarse en un modelo murino de carcinoma de células renales similar al descrito en 25 
Sayers y col., Cancer Res. 50:5414-20, 1990; Salup y col., Immunol. 138:641-7, 1987; y Luan y col., Transplantation 
73:1565-72, 2002. 

c. Cáncer cervical 

El cerviz es el cuello del útero que se abre en la vagina. El cáncer cervical, también llamado carcinoma cervical, se 
desarrolla a partir de células anormal sobre la superficie del cerviz. El cáncer cervical es uno de los cánceres más 30 
comunes que afectan a las mujeres. El cáncer cervical está habitualmente precedido por displasia, cambios 
precanceroso en las células sobre la superficie del cerviz. Estas células anormales pueden progresar hasta cáncer 
invasivo. Una vez que aparece el cáncer, puede progresar a través de cuatro fases. Las fases se definen por el 
grado de propagación del cáncer. Cuando más se ha propagado el cáncer, más extensivo tendrá que ser el 
tratamiento probablemente. Existen 2 tipos pri9ncipales de cáncer cervical: (1) tipo escamoso (cáncer epidermoide): 35 
éste es el tipo más común, representando aproximadamente el 80 % al 85 % de los cánceres cervicales. Este 
cáncer puede causarse por enfermedades de transmisión sexual. Una de estas enfermedades sexuales es el 
papilomavirus humano, que causa verrugas venéreas. El tumor canceroso crece sobre y en el interior del cerviz. 
Este cáncer generalmente empieza sobre la superficie del cerviz y puede diagnosticarse en una etapa temprana 
mediante citología cervical. (2) Adenocarcinoma: este tipo de cáncer cervical se desarrolla a partir del tejido en las 40 
glándulas cervicales en el canal del cerviz. El cáncer cervical temprano habitualmente no causa síntomas. El cáncer 
habitualmente se detecta por citología cervical y examen pélvico. Por esto hay que empezar a hacerse citologías 
pélvicas y exámenes pélvicos en cuanto se llegue a ser sexualmente activa. Las mujeres jóvenes y sanas que nunca 
han sido sexualmente activas deben hacer su primer examen pélvico anual a la edad de 18. Las fases tardías de 
cáncer cervical causan sangrado vaginal anormal o una descarga teñida de sangre en momentos inesperados, tal 45 
como entre periodos menstruales, después de tener relaciones, o después de la menopausia. La descarga vaginal 
anormal puede ser turbia o sangrienta o puede contener moco con un mal olor. Las fases avanzadas del cáncer 
pueden causar dolor (sitio web de Internet University of Michigan Health System). Los efectos de un antagonista de 
PDGFRβ y/o VEGF-A sobre la respuesta tumoral pueden evaluarse en un modelo de cáncer cervical murino similar 
al descrito en Ahn y col., Hum. Gene Ther. 14:1389-99, 2003; Hussain y col., Oncology 49:237-40, 1992; y Sengupta 50 
y col., Oncology 48:258-61, 1991. 

d. Tumores de cabeza y cuello 

La mayoría de los cánceres de cabeza y cuello son de un tipo llamado carcinoma (es particular carcinoma de células 
escamosas). Los carcinomas de cabeza y cuello comienzan en células que forman el revestimiento de la boca, la 
nariz, la garganta o la oreja, o la capa superficial que cubre la lengua. Sin embargo, los cánceres de cabeza y cuello 55 
pueden desarrollarse a partir de otros tipos de células. El linfoma se desarrolla a partir de células del sistema 
linfático. El sarcoma se desarrolla a partir de las células de apoyo que componen los músculos, el cartílago o los 
vasos sanguíneos. El melanoma comienza a partir de células llamadas melanocitos, que dan color a los ojos y la 
piel. Los síntomas de un cáncer de cabeza y cuello dependerán de donde esté - por ejemplo, cáncer en la lengua 
puede cuasar alguna dificultad al hablar. Los síntomas más comunes son una úlcera o área irritada en la cabeza o el 60 
cuello que no cura en unas pocas semanas; dificultada al tragar, o dolor cuando se mastica o traga; problemas al 
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respirar o hablar, tal como respiración ruidosa persistente, dificultada al hablar o voz ronca; entumecimiento en la 
boca; nariz tapada persistente, o hemorragias nasales; dolor de oídos persistente, zumbido en los oídos, o dificultad 
para oír; un hinchamiento o bulto en la boca o el cuello; dolor en la cara o la mandíbula superior; en personas que 
fuman o mastican tabaco, pueden aparecer cambios pre-cancerosos en el revestimiento de la boca, o en la lengua. 
Estos pueden aparecer como parches blancos persistentes (leucoplaquia) o parches rojos (eritroplaquia). 5 
Habitualmente son indoloros pero a veces pueden ser dolorosos y pueden sangrar (sitio web de Internet 
Cancerbacup). Los efectos de un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A sobre la respuesta tumoral pueden evaluarse 
en un modelo murino de tumor de cabeza y cuello similar al descrito en Kuriakose y col., Head Neck 22:57-63, 2000; 
Cao y col., Clin. Cancer Res. 5:1925-34, 1999; Hier y col. Laryngoscope 105:1077-80, 1995; Braakhuis y col., 
Cancer Res. 51:211-4, 1991; Baker Laryngoscope 95:43-56, 1985; y Dong y col., Cancer Gene Ther. 10:96-104, 10 
2003. 

e. Cáncer cerebral 

Los tumores que empiezan en el tejido cerebral se conocen como tumores primarios del cerebro. Los tumores 
cerebrales primarios se nombran de acuerdo con el tipo de células o la parte del cerebro en que se originan. Los 
tumores cerebrales primarios más comunes son los gliomas. Comienzan en células de la glía. Existen muchos tipos 15 
de gliomas. (1) Astrocitoma - El tumor surge a partir de células gliales con forma de estrella llamadas astrocitos. En 
adultos, los astrocitomas muy a menudo surgen en el cerebro. En niños, aparecen en el tronco encefálico, el 
cerebro, y el cerebelo. Un astrocitoma de grado III a veces se denomina astrocitoma anaplásico. Un astrocitoma de 
grado IV habitualmente se denomina glioblastoma multiforme. (2) Glioma del tronco encefálico - El tumor aparece en 
la parte más inferior del cerebro. Los gliomas del tronco encefálico muy a menudo se diagnostican en niños 20 
pequeños y adultos de mediana edad. (3) Ependimoma - El tumor surge de células que revisten los ventrículos o el 
canal central de la médula espinal. Se encuentran muy comúnmente en niños y adultos jóvenes. (4) 
Oligodendroglioma - Este raro tumor surge de células que fabrican la sustancia grasa que cubre y protege los 
nervios. Estos tumores habitualmente aparecen en el cerebro. Crecen lentamente y habitualmente no se propagan 
en el tejido cerebral adyacente. Son más comunes en adultos de edad media. Los síntomas de tumores cerebrales 25 
dependen del tamaño, tipo y localización del tumor. Los síntomas pueden causarse cuando un tumor presiona sobre 
un nervio o daña una cierta área del cerebro. También pueden causarse cuando el cerebro se hincha o el fluido se 
acumula dentro del cráneo. Estos son los síntomas más comunes de tumores cerebrales: cefaleas (habitualmente 
peores en la mañana); náuseas o vómitos; cambios en el habla, la visión, o el oído; problemas de equilibrio y para 
andar; cambios en el humor, la personalidad, o la capacidad de concentrarse; problemas con la memoria; espasmos 30 
o sacudidas musculares (ataques o convulsiones); y entumecimiento o cosquilleo en los brazos o las piernas (sitio 
web de Internet National Cancer Institute). Los efectos de un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A sobre la 
respuesta tumoral pueden evaluarse en un modelo animal de glioma similar al descrito en Schueneman y col., 
Cancer Res. 63:4009-16, 2003; Martinet y col., Eur. J. Surg. Oncol. 29:351-7, 2003; Bello y col., Clin. Cancer Res. 
8:3539-48, 2002; Ishikawa y col., Cancer Sci. 95:98-103, 2004; Degen y col., J. Neurosurg. 99:893-8, 2003; 35 
Engelhard y col., Neurosurgery 48:616-24, 2001; Watanabe y col., Neurol., Res. 24:485-90, 2002; y Lumniczky y 
col., Cancer Gene Ther. 9:44-52, 2002. 

f. Cáncer de tiroides 

Los cánceres papilares y foliculares de tiroides representan el 80 al 90 por ciento de todos los cánceres de tiroides. 
Ambos tipos empiezan en las células foliculares de la tiroides. La mayoría de los cánceres papilares y foliculares de 40 
tiroides tienden a crecer lentamente. Si se detectan pronto, la mayoría puede tratarse de forma satisfactoria. El 
cáncer medular de tiroides representa el 5 al 10 por ciento de los casos de cáncer de tiroides. Surge en células C, no 
células foliculares. El cáncer medular de tiroides es más fácil de controlar si se encuentra y se trata antes de que se 
propague a otras partes del cuerpo. El cáncer anaplásico de tiroides es el tipo menos común de cáncer de tiroides 
(solamente el 1 al 2 por ciento de los casos). Surge en las células foliculares. Las células cancerosas son muy 45 
anormales y difíciles de reconocer. Este tipo de cáncer es habitualmente muy difícil de controlar porque las células 
cancerosas tienden a crecer y propagarse muy rápidamente. El cáncer temprano de tiroides a menudo no causa 
síntomas. Pero según crece el cáncer, los síntomas pueden incluir: un bulto, o nódulo, en la parte frontal del cuello 
cerca de la nuez; ronquera o dificultada para hablar en una voz normal; ganglios linfáticos hinchados, especialmente 
en el cuello; dificultada para tragar o respirar; o dolor en la gargantas o el cuello (sitio web de Internet National 50 
Cancer Institute). Los efectos de un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A sobre la respuesta tumoral pueden 
evaluarse en un modelo murino o de rata de tumor de tiroides similar al descrito en Quidville y col., Endocrinology 
145:2561-71, 2004 (modelo de ratón); Cranston y col., Cancer Res. 63:4777-80, 2003 (modelo de ratón); Zhang y 
col., Clin Endocrinol (Oxf). 52:687-94, 2000 (modelo de rata); y Zhang y col., Endocrinology 140:2152-8, 1999 
(modelo de rata). 55 

g. Cáncer hepático 

Existen dos tipos diferentes de cáncer primario de hígado. El tipo más común se llama hepatoma o carcinoma 
hepatocelular (HCC), y surge de las células principales del hígado (los hepatocitos). Este tipo está habitualmente 
confinado al hígado, aunque ocasionalmente se propaga a otros órganos. Aparece principalmente en personas con 
una enfermedad hepática llamada cirrosis. También existe un sub-tipo más raro de hepatoma llamado hepatoma 60 
fibrolamelar, que puede aparecer en personas jóvenes y no está relacionado con enfermedad hepática anterior. El 
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otro tipo de cáncer primario de hígado se llama colangiocarcinoma o cáncer de los conductos biliares, porque 
empieza en las células que revisten los conductos biliares. La mayoría de las personas que desarrollan hepatoma 
habitualmente también tienen una afección llamada cirrosis del hígado. Es una fina cicatrización por todo el hígado 
que se debe a diversas causas incluyendo infección y alcoholismo grave durante un largo periodo de tiempo. Sin 
embargo, solamente una pequeña parte de las personas que tienen cirrosis del hígado desarrollan cáncer primario 5 
de hígado. Una infección con el virus de la hepatitis B o la hepatitis C puede conducir a cáncer de hígado, y también 
puede ser la causa de cirrosis, que aumenta el riesgo de desarrollar hepatoma. Las personas que tienen una rara 
afección llamada hemocromatosis, que causa exceso de depósitos de hierro en el organismo, tienen mayores 
probabilidades de desarrollar hepatoma. Por tanto, los antagonistas de PDGFRβ y/o VEGF-A descritos en el 
presente documento pueden usarse para tratar, prevenir, inhibir la progresión de, retardar la aparición de, y/o reducir 10 
la gravedad o inhibir al menos una de las afecciones o síntomas asociados con carcinoma hepatocelular. El 
carcinoma hepatocelular puede estar asociado o no con una infección de hepatitis (por ejemplo, hepatitis A, hepatitis 
B, hepatitis C y hepatitis D). 

Los efectos de un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A sobre la respuesta tumoral pueden evaluarse en un modelo 
de ratón transgénico de carcinoma hepatocelular, que incluye la sobre-expresión del factor-α de crecimiento 15 
transformante (TFG-α) en solitario (Jhappan y col., Cell, 61:1137-1146, 1990; Sandgren y col., Mol. Cell Biol., 
13:320-330, 1993; Sandgren y col., Oncogene 4:715-724, 1989; y Lee y col., Cancer Res. 52:5162:5170, 1992) o en 
combinación con c-myc (Murakami y col., Cancer Res., 53:1719-1723, 1993), H-ras mutado (Saitoh y col., Oncogene 
5:1195-2000, 1990), genes del virus de la hepatitis B que codifican HbsAg y HBx (Toshkov y col., Hepatology 
20:1162-1172, 1994; Koike y col., Hepatology 19:810-819, 1994), el antígeno T grande de SV40 (Sepulveda y col., 20 
Cancer Res. 49:6108-6117, 1989; Schirmacher y col., Am. J. Pathol., 139:231-241, 1991) y FGF19 (Nicholes y col., 
American Journal of Pathology, 160:2295-2307, 2002). 

h. Cáncer pulmonar 

Los efectos de un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A sobre la respuesta tumoral pueden evaluarse en un modelo 
de xenoinjerto de carcinoma pulmonar humano microcítico/no microcítico. En resumen, se injertan tumores humanos 25 
en ratones inmunodeficientes y estos ratones se tratan con un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A en solitario o en 
combinación con otros agentes que pueden usarse para demostrar la eficacia del tratamiento evaluando el 
crecimiento del tumor (Nemati y col., Clin Cancer Res. 6:2075-86, 2000; y Hu y col., Clin. Cancer Res. 10:7662-70, 
2004). 

2. Criterios de valoración y actividad anti-tumoral para tumores sólidos 30 

Aunque cada protocolo puede definir las evaluaciones de respuesta tumoral de forma diferente, actualmente se 
considera de los criterios RECIST (criterios de evaluación de respuesta en tumores sólidos) son las directrices 
recomendadas para la evaluación de la respuesta tumoral por el National Cancer Institute (véase Therasse y col., J. 
Natl. Cancer Inst. 92:205-216, 2000). De acuerdo con los criterios RECIST, respuesta tumoral significa una 
reducción o eliminación de todas las lesiones medibles o metástasis. La enfermedad generalmente se considera 35 
medible si comprende lesiones que pueden medirse de forma precisa en al menos una dimensión como ≥ 20 mm 
con técnicas convencionales o ≥ 10 mm con exploración TC espiral con márgenes claramente definidos por 
fotografía médica o rayos X, tomografía axial computerizada (TC), imágenes de resonancia magnética (RM), o 
exploración clínica (si las lesiones son superficiales). Enfermedad no medible significa que la enfermedad 
comprende lesiones < 20 mm con técnicas convencionales o < 10 mm con exploración TC espiral, y lesiones 40 
ciertamente no medibles (demasiado pequeñas para medirlas de forma precisa). La enfermedad no medible incluye 
efusiones de la pleura, ascitis, y enfermedad documentada por evidencias indirectas. 

Los criterios para un estado objetivo son necesarios en los protocolos para evaluar la respuesta de un tumor sólido. 
Los criterios representativos incluyen los siguientes: (1) respuesta completa (CR), definida como desaparición 
completa de toda enfermedad medible; sin nuevas lesiones; sin síntomas relacionados con la enfermedad; sin 45 
evidencias de enfermedad no medible; (2) respuesta parcial (PR) definida como una disminución del 30 % en la 
suma del diámetro más largo de las lesiones diana; (3) enfermedad progresiva (PD), definida como un aumento del 
20 % en la suma del diámetro más largo de las lesiones diana o aparición de cualquier lesión nueva; (4) respuesta 
estable o ausente, definida como no clasificable para CR, PR, o enfermedad progresiva. (Véase, Therasse y col., 
supra.) 50 

Los criterios de valoración adicionales que se aceptan dentro de la técnica oncológica incluyen supervivencia global 
(OS), supervivencia sin enfermedad (DFS), tasa de respuesta objetiva (ORR), tiempo hasta la progresión (TTP), y 
supervivencia sin progresión (PFS) (véase Guidance for Industry: Clinical Trial Endpoints for the Approval of Cancer 
Drugs and Biologics, abril 2005, Center for Drug Evaluation and Research, FDA, Rockville, MD.) 

3. Terapia de combinación contra el cáncer 55 

Como se ha analizado anteriormente, un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A puede usarse en combinación con un 
segundo agente para el tratamiento de un trastorno neovascular. Cuando se usan para tratar el cáncer, los 
antagonistas descritos en el presente documento pueden usarse en combinación con terapias convencionales contra 

ES 2 456 296 T3

 



64 

el cáncer tales como, por ejemplo, cirugía, radioterapia, quimioterapia, o combinaciones de los mismos. En ciertos 
aspectos, otros agentes terapéuticos útiles para terapia de combinación contra el cáncer con un antagonista de 
PDGFRβ y/o VEGF-A incluyen otros agentes anti-angiogénicos. En algunos otros aspectos, otros agentes 
terapéuticos útiles para terapia de combinación con un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A incluyen un antagonista 
de otros factores que están implicados en el crecimiento tumoral tales como, por ejemplo, EGFR, ErbB2 (Her2), 5 
ErbB3, ErbB4, o TNF. En algunos aspectos, un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A se co-administra con una 
citoquina (por ejemplo, una citoquina que estimula una respuesta inmune contra un tumor). A continuación se 
describen en detalle adicional terapias de combinación a modo de ejemplo particularmente susceptibles para 
tratamiento del cáncer. 

a. Anticuerpos dirigidos a antígenos asociados a tumor en combinación con un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A 10 

La terapia de anticuerpos ha sido particularmente satisfactoria en tratamiento del cáncer porque ciertos tumores 
presentan antígenos únicos, antígenos específicos de linaje, o antígenos presentes en cantidades excesivas 
relativas a células normales. Uno de los mecanismos asociados con la actividad anti-tumoral de la terapia de 
anticuerpos monoclonales es la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). En ADCC, los anticuerpos 
monoclonales se unen a una célula diana (por ejemplo, célula cancerosa) y células efectoras específicas que 15 
expresan receptores para el anticuerpo monoclonal (por ejemplo, células NK, monocitos, granulocitos) se unen al 
complejo de anticuerpo monoclonal/célula diana provocando muerte celular dirigida. Un antagonista de PDGFRβ y/o 
VEGF-A puede co-administrase con un anticuerpo monoclonal contra un antígeno asociado a tumor. La dosis y 
programa del MAb se basa en las propiedades farmacocinéticas y toxicocinéticas atribuidas al anticuerpo específico 
co-administrado, y deben optimizar estos efectos, minimizando al mismo tiempo cualquier toxicidad que pudiera 20 
asociarse a la administración de un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A. 

La terapia de combinación con un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A y un anticuerpo monoclonal contra un 
antígeno asociado a tumor puede estar indicada cuando ha fallado un tratamiento de primera línea y puede 
considerarse como un tratamiento de segunda línea. La memoria descriptiva describe el uso de la combinación 
como un tratamiento de primera línea en poblaciones de pacientes recién diagnosticados y que no se han tratado 25 
anteriormente con agentes antineoplásicos ("paciente de novo") y pacientes que no han recibido anteriormente 
ninguna terapia de anticuerpo monoclonal ("pacientes vírgenes"). 

Un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A también es útil en terapia de combinación con anticuerpos monoclonales 
contra antígenos asociados a tumor en ausencia de cualquier ADCC directa mediada por anticuerpos de las células 
tumorales. Por ejemplo, anticuerpos que bloquean una señal inhibidora en el sistema inmune pueden conducir a 30 
respuestas inmunes aumentadas. Ejemplos incluyen (1) anticuerpos contra moléculas de la familia B7R que tienen 
función inhibidora tal como, antígeno 4 asociado a linfocitos T citotóxicos (CTLA-4), muerte programada-1 (PD-1), 
atenuados de linfocitos B y T (BTLA); (2) anticuerpos contra citoquinas inhibidoras como IL-10, TGFβ; y (3) 
anticuerpos que eliminan o inhiben funciones de células supresoras como anti-CD25 o CTLA-4. Por ejemplo, se cree 
que MAb anti-CTLA4 tanto en ratones como en seres humanos suprimen la función de linfocitos T inmuno-35 
supresores (Tregs) o inhiben la señal inhibidora transmitida a través de la unión de CTLA-4 sobre linfocitos T a 
moléculas B7-1 o B7-2 en APC o células tumorales. 

La Tabla 8 es una lista no exclusiva de anticuerpos monoclonales aprobados o que se están ensayando para los 
cuales es posible terapia de combinación con un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A. 

Tabla 8: Terapias con anticuerpos monoclonales para su uso en combinación con antagonistas de 
PDGFRβ y/o VEGF-A 

Diana Nombre del fármaco Indicación clínica Compañía 

TRAIL-R1 HGS-ETRI cánceres HGS 

TRAIL-R2 HGS-ETR2 tumores sólidos HGS 

CD40 SGN40 MM Seattle Genetics 

HER2 Herceptin cáncer de mama Genentech 

EGF-R ABX-EGF CRC, NSCLC, RCC Abgenix 

EGF-R EMD72000 tumores sólidos Merck 

EGF-R MDX-214 tumores EGF-R positivos Medarex 

EGF-R Erbitux CRC Imclone 

40 
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(continuación) 

Diana Nombre del fármaco Indicación clínica Compañía 

Integrina α5β3 Vitaxin psoriasis, cáncer de próstata AME/Lilly 

CD152 CTLA-4 cánceres Medarex 

CD49e Integrina a5 cánceres Protein Design Labs 

MUC18 (tipo TIM) ABX-MA1 melanoma  

Mucina TAG-72 Anatumomab cánceres  

CD3 Ecromeximab melanoma Kyowa Hakko 

CD64 (Fc GR1) AntiCD64 cánceres Medarex 

CEA CEA-Cide cánceres Immunomedics 

EpCAM Panorex cáncer colorrectal Centocor 

Lewis-Y-Ag SGN15 cánceres Seattle Genetics 

b. Inhibidores de tirosina quinasa en combinación con antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A 

En algunas realizaciones, un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A descrito en el presente documento se usa en 
combinación con un inhibidor de tirosina quinasa. Las tirosina quinasas son enzimas que catalizan la transferencia 
del grupo fosfato γ desde la adenosina trifosfato hasta proteínas diana. Las tirosina quinasas pueden clasificarse 5 
como proteínas tirosina quinasa receptoras y no receptoras. Desempeñan una tarea esencial en diversos procesos 
celulares normales, incluyendo la activación a través de receptores del crecimiento y efectos sobre la proliferación, 
supervivencia y crecimiento de diversos tipos celulares. Además, se cree que promueven la proliferación de células 
tumorales, inducen efectos anti-apoptóticos y promueven la angiogénesis y metástasis. Además de la activación a 
través de factores de crecimiento, la activación de la proteína quinasa a través de mutación somática es un 10 
mecanismo común de la tumorigénesis. Algunas de las mutaciones identificadas están en B-Raf quinasa, FLt3 
quinasa, BCR-ABL quinasa, c-KIT quinasa, las vías del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y PDGFR. Las 
Her2, VEGFR y c-Met son otras vías significativas de receptor tirosina quinasa (RTK) implicadas en la progresión del 
cáncer y la tumorigénesis. Como una gran cantidad de procesos celulares se inicia por tirosina quinasas, se han 
identificado como dianas clave para inhibidores. 15 

Los inhibidores de tirosina quinasa (TKI) son moléculas pequeñas que actúan dentro de la célula, compitiendo con 
adenosina trifosfato (ATP) por la unión al dominio catalítico de tirosina quinasa de tirosina quinasas receptoras y no 
receptoras. Esta unión competitiva bloquea el inicio de la señalización corriente abajo que conduce a funciones 
efectoras asociadas con estos eventos de señalización como crecimiento, supervivencia, y angiogénesis. Usando un 
enfoque estructural y computacional, se identificaron varios compuestos a partir de numerosas bibliotecas 20 
combinatorias de química medicinal que inhibían tirosina quinasas. 

Se cree que la mayoría de los TKI inhiben el crecimiento de tumores a través de la inhibición directa de la célula 
tumoral o a través de la inhibición de la angiogénesis. Además, ciertos TKI afectan a la señalización a través de los 
receptores de la familia de VEGF, incluyendo sorafenib y sunitinib. En algunos casos los TKI han demostrado activar 
funciones de células dendríticas y otras células inmunes innatas, como células NK. Esto se ha presentando 25 
recientemente en modelos animales para imatinib. Imatinib es un TKI que ha demostrado potenciar la actividad 
citolítica en células dendríticas y células NK (para una revisión, véase Smyth y col., NEJM 354:2282, 2006). 

BAY 43-9006 (sorafenib, Nexavar®) y SU 11248 (sunitinib, Sutent®) son dos de estos TKI que se han aprobado 
recientemente para su uso en carcinoma metastásico de células renales (RCC). Varios otros TKI están en desarrollo 
en fase tardía o temprana para el tratamiento de diversos tipos de cáncer. Otros TKI incluyen, aunque sin limitación: 30 
Imatinib mesilato (Gleevec®, Novartis); Gefitinib (Iressa®, AstraZeneca); Erlotinib clorhidrato (Tarceva®, 
Genentech); Vandetanib (Zactima®, AstraZeneca), Tipifamib (Zamestra®, Janssen-Cilag); Dasatinib (Sprycel®, 
Bristol Myers Squibb); Lonafamib (Sarasar®, Schering Plough); Vatalanib succinato (Novartis, Schering AG); 
Lapatinib (Tykerb®, GlaxoSmithKline); Nilotinib (Novartis); Lestaurtinib (Cephalon); Pazopanib clorhidrato 
(GlaxoSmithKline); Axitinib (Pfizer); Canertinib diclorhidrato (Pfizer); Pelitinib (National Cancer Institute, Wyeth); 35 
Tandutinib (Millennium); Bosutinib (Wyeth); Semaxanib (Sugen, Taiho); AZD-2171 (AstraZeneca); VX-680 (Merck, 
Vertex); EXEL-0999 (Exelixis); ARRY-142886 (Array BioPharma, AstraZeneca); PD-0325901 (Pfizer); AMG-706 
(Amgen); BIBF-1120 (Boehringer Ingelheim); SU-6668 (Taiho); CP-547632 (OSI); (AEE-788 (Novartis); BMS-582664 
(Bristol-Myers Squibb); JNK-401 (Celgene); R-788 (Rigel); AZD-1152 HQPA (AstraZeneca); NM-3 (Genzyme 
Oncology); CP-868596 (Pfizer); BMS-599626 (Bristol-Myers Squibb); PTC-299 (PTC Therapeutics); ABT-869 40 
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(Abbott); EXEL-2880 (Exelixis); AG-024322 (Pfizer); XL-820 (Exelixis); OSI-930 (OSI); XL-184 (Exelixis); KRN-951 
(Kirin Brewery); CP-724714 (OSI); E-7080 (Eisai); HKI-272 (Wyeth); CHIR-258 (Chiron); ZK-304709 (Schering AG); 
EXEL-7647 (Exelixis); BAY-57-9352 (Bayer); BIBW-2992 (Boehringer Ingelheim); AV-412 (AVEO); YN-968D1 
(Advenchen Laboratories); Midostaurin (Novartis); Perifosine (AEterna Zentaris, Keryx, National Cancer Institute); 
AG-024322 (Pfizer); AZD- 1152 (AstraZeneca); ON-01910Na (Onconova); y AZD-0530 (AstraZeneca). 5 

c. Combinaciones con quimioterapia 

En ciertas realizaciones, un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A se administra en combinación con uno o más 
agentes quimioterapéuticos. Los agentes quimioterapéuticos tienen diferente modos de acción, por ejemplo, 
influyendo en el ADN o ARN e impidiendo la replicación del ciclo celular. Ejemplos de agentes quimioterapéuticos 
que actúan a nivel de ADN o a nivel de ARN son anti-metabolitos (tales como Azatioprina, Citarabina, Fludarabina 10 
fosfato, Fludarabina, Gemcitabina, citarabina, Cladribina, capecitabina 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, metotrexato, 
5-fluoroouracilo e hiroxiurea); agentes alquilantes (tales como Melfalán, Busulfán, Cisplation, Carboplatino, 
Ciclofosfamida, Ifosfamida, Dacarabazina, Procarbazina, Clorambucilo, Tiotepa, Lomustina, Temozolamida); agentes 
anti-mitóticos (tales como Vinorelbina, Vincristina, Vinblastina, Docetaxel, Paclitaxel); inhibidores de topoisomerasa 
(tales como Doxorrubincina, Amsacrina, Irinotecán, Daunorrubicina, Epirrubicina, Mitomicina, Mitoxantrona, 15 
Idarrubicina, Tenipósido, Etopósido, Topotecán); antibióticos (tales como actinomicina y bleomicina); asparaginasa; 
antraciclinas o taxanos. 

d. Combinaciones con radioterapia 

En algunas variaciones, un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A se administra en combinación con radioterapia. 
Ciertos tumores pueden tratarse con radiación o agentes radiofarmacéuticos. La radioterapia se usa habitualmente 20 
para tratar tumores no resecables o inoperables y/o metástasis tumorales. La radioterapia normalmente se 
suministra de tres modos. La irradiación de haz externo se administra a distancia del cuerpo e incluye rayos gamma 
(60Co) y rayos X. La braquiterapia usa fuente, por ejemplo 60Co, 137Cs, 192Ir, o 125I, con o en contacto con un tejido 
diana. 

e. Combinaciones con agentes hormonales 25 

En algunas realizaciones, un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A se administra en combinación con una hormona o 
anti-hormona. Ciertos cánceres están asociados con dependencia hormonal e incluyen, por ejemplo, cáncer de 
ovario, cáncer de mama, y cáncer de próstata. El tratamiento de cáncer dependiente de hormonas puede 
comprender el uso de compuestos anti-andrógenos o anti-estrógenos. Las hormonas y anti-hormonas usadas en 
terapia contra el cáncer incluyen Estramustina fosfato, Poliestradiol fosfato, Estradiol, Anastrozol, Exemestano, 30 
Letrozol, Tamoxifeno, Megestrol acetato, Medroxiprogesterona acetato, Octreotida, Ciproterona acetato, Bicaltumida, 
Flutamida, Tritorelina, Leuprorelina, Buserelina y Goserelina. 

C. Trastornos oculares neovasculares 

Varios trastornos oculares implican alteraciones en la angiogénesis y son susceptibles a tratamiento de acuerdo con 
la presente invención. Dichos trastornos oculares neovasculares incluyen, por ejemplo, degeneración macular 35 
relacionada con la edad (por ejemplo, degeneración macular relacionada con la edad "húmeda"), retinopatía 
diabética, neovascularización del iris, glaucoma neovascular y vitrorretinopatía proliferativa enumerados en las 
reivindicaciones. En el presente documento también se describe la neovascularización del disco óptico, 
neovascularización de la córnea, neovascularización vítrea, paño, pterigión, edema macular, edema macular 
diabético, retinopatía vascular, degeneración de la retina, uveítis, y enfermedades inflamatorias de la retina. 40 

Por ejemplo, la retinopatía diabética, la tercera causa principal de ceguera en los adultos (representando casi el 7 % 
de los casos de ceguera en los EEUU), está asociada con eventos angiogénicos extensivos. La retinopatía no 
proliferativa está acompañada por pérdida selectiva de pericitos dentro de la retina, y su pérdida provoca la 
dilatación de los capilares asociados y un aumento resultante en el flujo de sangre. En los capilares dilatados, las 
células endoteliales proliferan y forman externalizaciones, que se convierten en microaneurismas, y los capilares 45 
adyacentes llegan a bloquearse de modo que el área de retina que rodea estos microaneurismas no está perfundida. 
Finalmente, aparecen vasos de derivación entre áreas adyacentes de los microaneurismas, y se observa el cuadro 
clínico de retinopatía diabética temprana con microaneurismas y áreas de retina no perfundida. Los 
microaneurismas filtran y los vasos capilares pueden sangrar, causando exudados y hemorragias. Una vez se han 
establecido las fases iniciales de la retinopatía diabética de fondo, la afección progresa durante un periodo de años, 50 
desarrollando retinopatía diabética proliferativa y ceguera en aproximadamente el 5 % de los casos. La retinopatía 
diabética proliferativa aparece cuando algunas áreas de la retina siguen perdiendo sus vasos capilares y quedan no 
perfundidas, conduciendo a la aparición de nuevos vasos en el disco y otras partes de la retina. Estos nuevos vasos 
sanguíneos crecen en el vítreo y sangran fácilmente, conduciendo a hemorragias pre-retinianas. En retinopatía 
diabética proliferativa avanzada, una hemorragia masiva del vítreo puede llenar una parte importante de la cavidad 55 
vítrea. Además, los nuevos vasos vienen acompañados por proliferación de tejido fibroso lo que puede conducir a 
desprendimiento de la retina por tracción. 
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La retinopatía diabética está asociada principalmente con la duración de diabetes mellitus; por lo tanto, según 
envejece la población y los pacientes diabéticos viven más tiempo, aumentará la prevalencia de la retinopatía 
diabética. Actualmente se usa terapia con láser en retinopatía diabética tanto no proliferativa como proliferativa. El 
tratamiento focal con láser de los microaneurismas filtrantes que rodean el área macular reduces la pérdida visual en 
el 50 % de los pacientes con edema macular clínicamente significativo. En retinopatía diabética proliferativa, la 5 
fotocoagulación panretiniana provoca varios miles de pequeñas quemaduras dispersadas por toda la retina (evitando 
el área macular); este tratamiento reduce la tasa de ceguera en un 60 por ciento. El tratamiento temprano del edema 
macular y la retinopatía diabética proliferativa previene la ceguera durante 5 años en el 95 % de los pacientes, 
mientras que el tratamiento tardío previene la ceguera en solamente el 50 por ciento. Por lo tanto, son esenciales un 
diagnóstico y tratamiento tempranos. 10 

Otro trastorno ocular que implica neovascularización es degeneración macular relacionada con la edad (AMD), una 
enfermedad que afecta aproximadamente a uno de cada diez americanos por encima de la edad de 65. La AMD se 
caracteriza por una serie de cambios patológicos en la mácula, la región central de la retina, que viene acompañada 
por una disminución en la agudeza visual, afectando particularmente a la visión central. La AMD implica a una única 
capa de células llamada epitelio de pigmento retiniano que descansa inmediatamente por debajo de la retina 15 
sensorial. Estas células nutren y soportan la parte de la retina en contacto con ellas, es decir, las células 
fotorreceptoras que contienen los pigmentos visuales. El epitelio de pigmento retiniano descansa sobre la membrana 
de Bruch, una membrana basal compleja que, en AMD, engrosa y se vuelve esclerótica. Nuevos vasos sanguíneos 
pueden romper a través de la membrana de Bruch desde la coroides subyacente, que contiene un rico lecho 
vascular. Estos vasos a su vez pueden filtrar fluido o sangrar por debajo del epitelio de pigmento retiniano y también 20 
entre el epitelio de pigmento retiniano y la retina sensorial. La posterior cicatrización fibrosa altera la nutrición de las 
células fotorreceptoras y conduce a su muerte, provocando una pérdida de agudeza visual central. Este tipo de 
maculopatía relacionada con la edad se llama el tipo "húmedo" a causa de los vasos filtrantes y el edema o sangre 
subretiniano. El tipo húmedo representa solamente el 10 % de los casos de maculopatía relacionada con la edad 
pero provoca el 90 % de los casos de ceguera legal a partir de degeneración macular en los ancianos. El tipo "seco" 25 
de maculopatía relacionada con la edad implica la desintegración del epitelio de pigmento retiniano junto con pérdida 
de las células fotorreceptoras superpuestas. El tipo seco reduce la visión pero habitualmente sólo a niveles de 20/50 
a 20/100. 

La AMD viene acompañada por una distorsión de la visión central con objetos que aparecen más grandes o más 
pequeños o líneas rectas que aparecen distorsionadas, dobladas, o sin un segmento central. En el tipo húmedo de 30 
AMD, puede apreciarse un pequeño desprendimiento de la retina sensorial en el área macular, pero el diagnóstico 
definitivo de una membrana neovascular subretiniana requiere angiografía con fluoresceína. En el tipo seco, las 
drusas pueden alterar el patrón de pigmentación en el área macular. Las drusas son excrecencias de la membrana 
basal del epitelio de pigmento retiniano que sobresalen en las células, causando que se abulten de forma anterior; 
su papel como factor de riesgo en maculopatía relacionada con la edad no está claro. Actualmente no existe 35 
tratamiento para el tipo seco de maculopatía relacionada con la edad. Los tratamientos convencionales para el tipo 
seco de maculopatía relacionada con la edad incluyen tratamiento con láser, que destruye inicialmente la membrana 
neovascular y evita una pérdida visual adicional en aproximadamente el 50 % de los pacientes a los 18 meses. En 
60 meses, sin embargo, solamente el 20 % aún obtiene beneficio sustancial. 

Para uso farmacéutico en el tratamiento de un trastorno ocular neovascular, un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A 40 
normalmente se formula para inyección intravítrea de acuerdo con procedimientos convencionales. En general, las 
formulaciones farmacéuticas incluirán el antagonista o antagonistas en combinación con un vehículo 
farmacéuticamente aceptable, tal como solución salina, solución salina tamponada, dextrosa al 5 % en agua, o 
similares. En ciertas variaciones para usos oftálmicos, un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A se formula en una 
solución salina tamponada con fosfato a pH 5-7. 45 

La supresión de un trastorno ocular neovascular se evalúa mediante cualquier procedimiento aceptado para medir si 
la angiogénesis se ralentiza o disminuye. Esto incluye observación directa y evaluación indirecta tal como evaluando 
síntomas subjetivos o indicaciones fisiológicas objetivas. 

La eficacia de tratamiento, por ejemplo, puede evaluarse basándose en la prevención o reversión de la 
neovascularización, microangiopatía, filtración vascular o edema vascular, o cualquier combinación de los mismos. 50 
La eficacia del tratamiento para evaluar la supresión de un trastorno ocular neovascular también puede definirse en 
términos de estabilización o mejora de la agudeza visual. 

En la determinación de la eficacia de una terapia particular en el tratamiento o prevención de un trastorno ocular 
neovascular, los pacientes también pueden evaluarse clínicamente por un oftalmólogo varios días después de la 
inyección y al menos un mes después justo antes de la siguiente inyección. También se realizan pruebas de 55 
agudeza visual ETDRS, fotografía con kodachrome, y angiopatía con fluoresceína mensualmente durante los 
primeros 4 meses según necesite el oftalmólogo. 

Por ejemplo, para evaluar la eficacia de la terapia con antagonista de PDGFRβ y/o antagonista de VEGF-A para 
tratar neovascularización ocular, pueden realizarse estudios que implican la administración de inyecciones 
intravítreas únicas o múltiples de un antagonista de antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A en pacientes que padecen 60 
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neovascularización coroidea subfoveal secundaria a degeneración macular relacionada con la edad de acuerdo con 
procedimientos convencionales bien conocidos en las técnicas oftalmológicas. En un estudio a modo de ejemplo, 
pacientes con neovascularización coroidea subfoveal (CNV) secundaria a degeneración macular relacionada con la 
edad (AMD) reciben una única inyección intravítrea de un antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A. La eficacia del 
tratamiento se controla, por ejemplo, por evaluación oftálmica. Se acepta que los pacientes que muestran visión 5 
estable o mejorada tres meses después del tratamiento, por ejemplo, demostrando una mejora en la línea 3 o mayor 
en visión con la tabla ETDRS, han recibido una dosis eficaz del antagonista de antagonista de PDGFRβ y/o VEGF-A 
que suprime un trastorno ocular neovascular. 

La invención se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes. 

Ejemplo 1: Selección de anticuerpos que se unen a VEGF-A 10 

Se identificaron anticuerpos que se unen a VEGF-A explorando la biblioteca de fagos Dyax Fab 310 (Dyax Corp., 
Cambridge, MA). El procedimiento elegido para la selección y exploración de las bibliotecas de fagos-anticuerpos 
usaba inmunotubos de poliestireno (NUNC, Dinamarca) recubiertos con antígeno (VEGF-A165, R&D Systems). Los 
anticuerpos se aislaron aumentando la rigurosidad después de unas pocas rondas de selección. La primera 
generación de anticuerpos fue en formato Fab. Los anticuerpos Fab solubles se generaron por digestión con enzima 15 
MluI (nº R0198S, New England Biolabs, Beverly, MA) para retirar la prolongación del gen III del fago M13. Se aplicó 
la misma estrategia de selección, exploración, y solubilización para anticuerpos en el formato scFv. 

Ejemplo 2: Identificación de clones Fab de unión a VEGF-A 

Los clones Fab que se unen a VEGF-A se identificaron mediante un ensayo de unión basado en placa. Se 
recubrieron placas Costar (nº 9018) de 96 pocillos con 50 µl de VEGF-A (R&D Systems) u homodímero de PDGF-D 20 
(SEC ID Nº 481) a 0,6 µg/ml en NaHCO3 0,1 M, pH 9,6 durante una noche a 4 ºC. El siguiente día, las placas se 
lavaron tres veces con Tween-20 al 0,1 %/PBS (PBST). Cada pocillos se llenó con 100 µl de leche al 2 % (nº 170-
6404, Bio-Rad)/PBST durante una hora a TA para el bloqueo. Las placas de ensayo después se lavaron tres veces 
con PBST. Cada pocillo se llenó con 25 ul de leche al 2 %/PBST, seguido de la adición de 25 ul de sobrenadante 
Fab. Los pocillos después se mezclaron e incubaron durante una hora a TA. Las placas se lavaron tres veces con 25 
PBST. Para la detección de Fab, se añadieron 50 ul de pAb anti-Fab humano específico-HRP (1:4000) (nº 31482, 
Pierce) en leche al 2 %/PBST a cada pocillo durante una hora a TA. Las placas después se lavaron tres veces con 
PBST. Se añadieron 50 ul de TMB (TMBW-1000-01, BioFX Laboratories) a cada pocillo para el revelado durante 15 
min., seguido de la adición de 50 ul de tampón de detención (STPR-1000-01, BioFX Laboratories) para inactivar la 
reacción. Las placas después se leyeron a 450 nm en un lector de placa. 30 

Ejemplo 3: Conversión de sFab de unión a VEGF-A en scFv 

Se amplificaron las regiones variables lambda, kappa, y de cadena pesada a partir de una combinación de ADN de 
fagos Fab Dyax seleccionados por VEGF-A de brazo A y brazo B en ronda 2 en un proceso de 3 etapas usando 
cebadores dirigidos contra las secuencias flanqueantes para cada subtipo. La primera ronda de PCR amplifica cada 
una de las regiones flanqueantes variables y añade proyecciones apropiadas para facilitar las reacciones de la ronda 35 
2 de PCR. Las reacciones de la ronda 2 de PCR añaden secuencias enlazadoras gly/ser apropiadas a los extremos 
de los productos apropiados de la ronda 1 de PCR y las reacciones de la ronda 3 de PCR solapan los productos de 
cadena ligera variable lambda, cadena ligera variable kappa, y cadena pesada variable para crear productos scFv en 
orientaciones tanto LH como HL, que después se clonaron en el vector de presentación en fagos PIMD21 digerido 
con ApaLI/NotI. 40 

Ejemplo 4: Identificación de sFab y scFv que inhiben la unión de VEGF a sVEGFR2 

Se exploraron clones Fab y scFv contra VEGF-A mediante un ensayo de neutralización basado en placa. Se 
recubrieron placas Costar (nº 9018) de 96 pocillos con 100 µl de anticuerpo específico anti-IgG humana Fcγ (nº 109-
005-098, Jackson Immunology) a 1 µg/ml en NaHCO3 0,1 M, pH 9,6 durante una noche a 4 ºC. El siguiente día, las 
placas se lavaron tres veces con 400 ul de Tween-20 al 0,1 %/PBS (PBST). Cada pocillo se llenó con 100 µl de BSA 45 
al 1 % (nº A3059-100G, SIGMA)/PBST durante una hora a temperatura ambiente (TA) para el bloqueo. Las placas 
se lavaron tres veces con PBST. Se añadieron 100 µl de VEGFR2-Fc (SEC ID Nº 482) a 0,2 µg/ml en BSA al 1 
%/PBST a cada pocillo durante una hora a temperatura ambiente. De forma concurrente, en una placa diferente de 
de 96 pocillos (Costar 3357), se añadieron 65 µl de sobrenadante Fab o scFv a 65 µl de VEGF-A biotinilado en BSA 
al 1 %/PBST a 20 ng/ml durante 1 h a temperatura ambiente. Las placas de ensayo bloqueadas se lavaron tres 50 
veces con PBST. Cada pocillo se llenó con 100 µl de complejo de sobrenadante/VEGF-A biotinilado durante 1 h a 
temperatura ambiente. Las placas se lavaron tres veces con PBST. Se añadieron 100 µl de estreptavidina-HRP 
(1:4000) (nº 21124, Pierce) en BSA al 1 %/PBST a cada pocillo durante una hora a temperatura ambiente. Las 
placas después se lavaron tres veces con PBST. Se añadieron 100 µl de TMB (TMBW-1000-01, BioFX Laboratories) 
a cada pocillo para el revelado durante 20 minutos, seguido de la adición de 100 µl de tampón de detención (STPR-55 
1000-01, BioFX Laboratories) para inactivar la reacción. Las placas después se leyeron a 450 nm en un lector de 
placa. 
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Ejemplo 5: Medición de las afinidades de unión del receptor-2 de VEGF humano a VEGF-A humano mediante 
resonancia de plasmón superficial (Biacore) 

Determinación de la afinidad 

Se midieron las constantes de velocidad cinética y las constantes de disociación en equilibrio para la interacción del 
receptor-2 de VEGF (VEGFR-2) con VEGF-A mediante resonancia de plasmón superficial. La resonancia de 5 
plasmón superficial permite controlar las fases tanto de asociación como de disociación durante interacciones 
biomoleculares (Ohlson, J Mol Recognit, 1997). La constante de velocidad de asociación (ka (M

-1s-1)) es un valor que 
refleja la velocidad de la formación del complejo antígeno-antagonista. La constante de velocidad de disociación (kd 
(s-1)) es un valor que refleja la estabilidad de este complejo. Dividiendo la constante de velocidad de asociación por 
la constante de velocidad de disociación (ka/kd) se obtiene la constante de asociación en equilibrio (KA (M-1)). 10 
Dividiendo la constante de velocidad de disociación por la constante de velocidad de asociación (kd/ka) se obtiene la 
constante de disociación en equilibrio (KD (M)). Este valor describe la afinidad de unión de la interacción. 
Interacciones con la misma KD pueden tener constantes de velocidad de asociación y disociación ampliamente 
variables. Por consiguiente, medir tanto la ka como la kd ayuda a describir de forma más precisa la afinidad de la 
interacción. 15 

Materiales y procedimientos 

Se completó una serie de experimentos para medir la afinidad de unión de la interacción de VEGFR-2 con VEGF-A. 
Las mediciones de la cinética y afinidad de unión se obtuvieron usando ensayos de resonancia de plasmón 
superficial usando un sistema Biacore T100™ (GE Healthcare, Piscataway, NJ). Los procedimientos se programaron 
usando el Software de control Biacore T100™, v 1.1.1. El VEGF-A humano (R&D Systems) se inmovilizó de forma 20 
covalente en el chip sensor CM5 usando química de acoplamiento de amina (EDC:NHS) hasta una densidad de 
aproximadamente 200 RU. Después de la inmovilización, los sitios activos restantes en la celda de flujo se 
bloquearon con etanolamina. La proteína unida no específica se retiró lavando con NaOH 50 mM. Se activó una 
celda de flujo de referencia y después se bloqueó con etanolamina. 

Se inyectaron diluciones en serie 1:2 de VEGFR-2 humano-Fc5 que variaban de 200 nM a 3,13 nM sobre la 25 
superficie y se dejó que se unieran específicamente al VEGF-A inmovilizado en el chip sensor. Las inyecciones de 
las concentraciones de VEGFR-2-Fc5 se realizaron con un tiempo de asociación de 10 minutos y un tiempo de 
disociación de 15 minutos. Los estudios de unión cinética se realizaron con un caudal de 30 µl/min. Todos los 
experimentos de unión se realizaron a 25 ºC en un tampón de HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM 
tensioactivo P20 al 0,05 %, pH 7,4. También se realizaron inyecciones de tampón para permitir la sustracción del 30 
ruido y la desviación del instrumento. Entre ciclos, la celda de flujo se lavó con glicina 10 mM, pH 1,5 para regenerar 
la superficie. La estabilidad basal se evaluó para asegurar que la etapa de regeneración proporcionaba una 
superficie de unión consistente en toda la secuencia de inyecciones. 

Los datos se compilaron usando el software de evaluación Biacore T100™ (versión 1.1.1). Los datos se procesaron 
sustrayendo las inyecciones en la celda de flujo de referencia y de blanco y se evaluó la estabilidad basal para 35 
asegurar que la etapa de regeneración proporcionaba una superficie de unión consistente en toda la secuencia de 
inyecciones. Se comprobaron curvas de inyección por duplicado para la reproducibilidad. Como VEGFR-2-Fc5 y 
VEGF-A son ambas moléculas diméricas, se determinó que el modelo de analito bivalente era el más apropiado y 
las curvas de unión resultantes se ajustaron de forma global a este modelo. 

Resultados 40 

Se caracterizó VEGFR-2 por su afinidad de unión a VEGF-A (resultados resumidos en la Tabla 9). Se midieron las 
constantes de velocidad de asociación (ka (M

-1s-1)) y las constantes de velocidad de disociación (kd (s
-1)). Los datos 

se ajustan bien al modelo de interacción bivalente. Este modelo mide dos valores tanto para ka (ka1 y ka2) como para 
kd (kd1 y kd2). La primera serie de valores (ka1 y kd1) describe la cinética monovalente de la interacción que se 
presentan en la Tabla 9. La afinidad presentada para estas muestras se obtuvo de estos valores, y se denomina KD1. 45 
La KD y KA se calcularon a partir de los valores de ka y kd. En estas condiciones de ensayo, la constante de velocidad 
de disociación en equilibrio para la interacción VEGF-ANEGFR-2 fue de aproximadamente 1.E-8M. 

Tabla 9: Caracterización de afinidad de unión a VEGF-A por VEGFR-2 

Interacción ka 

(M-1s-1) 

kd 

(s-1) 

KD 

(M) 

KA 

VEGF-A 

VEGFR-2 
2.E+4 2.E-4 1.E-8 1.E+8 
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Ejemplo 6: Medición de las constantes de disociación de la interacción de antagonistas de VEGF-A humano 
con VEGF-A humano mediante resonancia de plasmón superficial (Biacore) 

Se evaluaron antagonistas de VEGF-A humano para su afinidad de unión a VEGF-A humano de acuerdo con sus 
constantes de velocidad de disociación usando resonancia de plasmón superficial. Se midieron las constantes de 
velocidad de disociación para la interacción de antagonistas de VEGF-A con VEGF-A mediante resonancia de 5 
plasmón superficial. La constante de velocidad de disociación (kd(s

-1)) es un valor que refleja la estabilidad de este 
complejo. Es independiente de la concentración y por lo tanto adecuado para seleccionar y clasificar muestras con 
concentraciones desconocidas. 

Materiales y procedimientos 

Se completó una serie de experimentos para medir la afinidad de unión de antagonistas de VEGF-A a VEGF-A. Los 10 
estudios de cinética y afinidad de unión se realizaron en un sistema Biacore T-100™ (GE Healthcare, Piscataway, 
NJ). Los procedimientos se programaron usando el Software de control Biacore T100™, v 1.1.1. El VEGF-A humano 
se inmovilizó de forma covalente en un chip sensor CM5 usando química de acoplamiento de amina (EDC:NHS) 
hasta una densidad de aproximadamente 200 RU. El VEGF-A se inmovilizó solamente en la celda de flujo activa. 
Después del procedimiento de inmovilización, los sitios activos restantes en la celda de flujo se bloquearon con 15 
etanolamina. La proteína unida de forma no específica se retiró lavando con NaOH 50 mM. Se activó una celda de 
referencia y después se bloqueó con etanolamina. 

Los sobrenadantes de antagonista de VEGF-A (seleccionados de una exploración de biblioteca de fagos Dyax) se 
diluyeron 1:3 en tampón de procesamiento, se inyectaron sobre la superficie y se dejó que se unieran 
específicamente a VEGF-A en un chip sensor con un tiempo de asociación de 5 minutos y un tiempo de disociación 20 
de 5 minutos. Se usaron inyecciones duplicadas de VEGFR-2-Fc5 100 nM y anticuerpo monoclonal anti-VEGF-A 
100 nM (Avastin™, Genentech) como controles positivos. Los estudios de unión cinética se realizaron usando un 
caudal de 30 ul/min. Todos los experimentos de unión se realizaron a 25 ºC en tampón de procesamiento de HEPES 
10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM tensioactivo P20 al 0,05 %, 1 mg/ml de albúmina sérica bovina, pH 7,4. También 
se realizaron inyecciones de tampón para permitir la sustracción del ruido y la desviación del instrumento. Entre 25 
ciclos, la celda de flujo se lavó con glicina 10 mM, pH 1,5 para retirar los antagonistas de VEGF-A unidos de la 
superficie. 

Los datos se compilaron usando el software de evaluación Biacore T100™ (versión 1.1.1). Los datos se procesaron 
sustrayendo las inyecciones en la celda de flujo de referencia y de blanco. La estabilidad basal se evaluó para 
asegurar que la etapa de regeneración proporcionaba una superficie de unión consistente en toda la secuencia de 30 
inyecciones. Como las concentraciones de partida de los antagonista de VEGF-A eran desconocidas, las curvas de 
unión resultantes se ajustaron de forma global a un modelo de unión de disociación 1:1 para calcular las constantes 
de velocidad de disociación (kd(s

-1)). 

Resultados 

Se determinó el análisis de la velocidad de disociación de antagonistas de VEGF-A para VEGF-A humano. Las 35 
curvas de unión resultantes se ajustan bien a un modelo de disociación 1:1. Las concentraciones de partida de los 
antagonistas de VEGF-A eran desconocidas, por lo tanto solamente se presentaron las constantes de velocidad de 
disociación (kd (s

-1)) ya que la kd es independiente de la concentración. Las constantes de velocidad de disociación 
calculadas se clasificaron desde la más lenta hasta la más rápida. En estas condiciones de ensayo, los antagonistas 
de VEGF-A presentan un gran intervalo de constantes de velocidad de disociación (1.E-5 - 2.E-2 (s-1)) para su 40 
interacción con VEGF-A (véase la Tabla 10). Para una comparación, la kd de la interacción VEGFR-2-Fc5 - VEGF-A 
era de aproximadamente 2.E-4 s-1 y la interacción anticuerpo monoclonal anti-VEGF-A Avastin™ Fab - VEGF-A era 
de aproximadamente 8.E-5s-1. 

Tabla 10: Constantes de velocidad de disociación de interacción de antagonistas de VEGF-A con VEGF-A 

scFv y controles Velocidad de disociación [kd(s-1)] 

Avastin™ 1.E-04 

Lucentis™ 2.E-05 

Avastin™ Fab 8.E-05 

c636.1_1 2.E-04 

c721.1_1 2.E-04 

c721.1_2 2.E-04 

c752.1_1 5.E-04 

c831.1_1 4.E-04 

c1036.1_1 5.E-04 
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(continuación) 

scFv y controles Velocidad de disociación [kd(s-1)] 

c1044.1_1 3.E-04 

c1090.1_1 3.E-04 

c1094.1_1 4.E-04 

c1155.1_1 4.E-04 

c1080.1_1 2.E-03 

c1135.1_1 5.E-04 

c1270.1_1 5.E-04 

c1285.1_1 6.E-04 

c1257.1_1 5.E-04 

c1410.1_1 2.E-04 

c1476.1_1 2.E-04 

c641.1_1 7.E-04 

c648.1_1 5.E-04 

c868.1_1 6.E-04 

c870.1_1 2.E-04 

c1039.1_1 2.E-04 

c1092.1_1 4.E-03 

Ejemplo 7: Purificación de proteínas derivadas de la fracción periplásmica de E. coli 

Se expresaron proteínas scFv, scFv en tándem, y sFab en el espacio periplásmico de células E. coli. La escala de la 
fermentación varió de cultivos en matraz de agitación de 25 ml a sistemas de alimentación en lotes de 2 l. Las 
células E. coli se centrifugaron usando una centrífuga hasta sedimentar. El sedimento celular húmedo se 5 
resuspendió completamente en tampón periplásmico [Tris 0,2 M, sacarosa al 20 % (p/v), cóctel inhibidor de proteasa 
sin EDTA completo (Roche) pH 7,5] a una proporción de 2 ml por gramo de peso celular húmedo. La lisozima, una 
enzima que facilita la degradación de la pared celular puede incluirse o no en el procedimiento. Para determinar si 
usar o no lisozima, se transfirieron 500 ul de sedimento re-suspendido a un tubo eppendorf y se añadieron 30 U de 
lisozima Ready-Lyse (Epicentre) por ul de tampón periplásmico usado y se incubó la suspensión a temperatura 10 
ambiente durante 5 minutos. Después de la incubación, la solución se comprobó para viscosidad aumentada por 
inversión. Si la solución se sujeta a la pared del tubo, entonces puede que esté sucediendo una lisis celular 
prematura, y no se incluye la lisozima en la solución preparativa. Si la solución no se sujeta a la pared del tubo, 
entonces se incluye la lisozima en la solución preparativa. Sin se usa lisozima, se añaden 30 U de lisozima Ready-
Lyse (Epicentre) por ul de tampón periplásmico usado y la suspensión se incuba a temperatura ambiente durante 4-15 
6 minutos. Se añadió agua enfriada en hielo a una proporción de 3 ml por gramo de peso de sedimento celular 
húmedo original y la solución se incubó durante al menos 10 minutos pero no más de 30 minutos. Los esferoplastos 
restantes se sedimentaron mediante centrifugación a 15.000xg (o 10.000 - 20.000 RPM, lo que sea más rápido) 
durante al menos 15 minutos, pero no más de 45 minutos, a temperatura ambiente. El sobrenadante que contenía la 
fracción periplásmica se vertió en un nuevo recipiente y se ajustó a Imidazol 25 mM, NaCl 500 mM usando sólido 20 
pesado. Esta solución se filtró a través de a un filtro de 0,22 um antes de la purificación usando un filtro de cuello de 
botella (Nalgene). 

Captura en cromatografía de afinidad por metal inmovilizado (IMAC) 

Tradicionalmente, se usó una columna HisTrap HP de 5 ml (GE Healthcare) para la etapa IMAC, sin embargo, el 
tamaño de la columna puede aumentarse o disminuirse en escala dependiendo de la cantidad de diana scFv en la 25 
fracción periplásmica determinada por ensayo analítico IMAC-SEC. La capacidad de unión de esta resina IMAC ha 
demostrado ser de al menos 20 mg/ml del lecho compactado. Si se usan columnas mayores de 10 ml de tamaño, se 
prefrían columnas de vidrio Waters (Millipore) con un diámetro interno de 2 y 5 cm. Usando una estación apropiada 
de cromatografía (Akta Explorer que usa el software UNICORN 4.1 y superior [GE Healthcare] o BioCAD Sprint, 
700E, o Vision que usa el software Perfusion Chromatography versión 3.00 o superior [Applied Biosystems]), se 30 
equilibró la columna IMAC en NaPO4 50 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 25 mM pH 7,5 y la fracción periplásmica se 
cargó sobre la misma a no más de 190 cm/h hasta agotarse. La columna se lavó con tampón de equilibrado hasta 
que los controles a UV A 254 nm y UV A 280 nm son estables en la línea basal para al menos 2 VC a un caudal que 
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no exceda 190 cm/h. La proteína unida se eluyó de forma competitiva usando NaPO4 50 mM, NaCl 500 mM, 
Imidazol 400 mM, pH 7,5 a no más de 190 cm/h. Las fracciones de elución se evaluaron para el contenido de 
proteína mediante UV a A 280 nm, cromatografía analítica por exclusión de tamaño, y SDS-PAGE. 

Otras técnicas cromatográficas 

La pureza de la combinación IMAC se evaluó por gel SDS-PAGE y cromatografía analítica por exclusión de tamaño 5 
(SEC). Si la combinación no era susceptible a limpieza final mediante SEC, se emplearon otras técnicas 
cromatográficas para purificar adicionalmente la proteína scFv diana de los contaminantes residuales de la célula 
huésped y los agregados. Estas técnicas convencionales incluían intercambio aniónico, intercambio catiónico, e 
interacción hidrófoba. También se usaron otros enfoques basados en afinidad  incluyendo, aunque sin limitación: uso 
de la marca myc c-terminal mediante resina anti-myc o enfoques de afinidad basados en ligandos usando el ligando 10 
apropiado acoplado de forma covalente a una perla rígida. La utilidad de estas otras técnicas se determinó sobre 
una base proteína a proteína. 

Cromatografía por exclusión de tamaño (SEC) 

La cantidad de proteína evaluada por UV a A 280 nm y el procedimiento SEC analítico determinaron el tamaño de la 
columna de filtración en gel usada: <1 mg = columna 10/300 Superdex 200 GL, 1-10 mg = 16/60 Superdex 200, > 10 15 
mg = 26/60 Superdex 200 (todas GE Healthcare). La combinación de elución IMAC se concentró usando el 
concentrador de centrífuga Ultracel de 10 kD de MWCO (Millipore) siendo el volumen concentrado final no mayor del 
3 % del volumen de la columna de filtración en gel usada. El concentrado se inyectó en la columna y la proteína se 
eluyó de forma isocrática a un caudal que no excedía de 76 cm/h y no más lento de 34 cm/h. Las fracciones de 
elución se analizaron por SDS-PAGE, y se preparó la combinación apropiada. 20 

Eliminación de endotoxina 

Las especificaciones del producto final respecto a los niveles de endotoxina se determinaron mediante el estado de 
un grupo particular. La combinación SEC se concentró a >0,25 mg/ml determinada por UV a A 280 nm usando un 
concentrador de centrífuga Ultracel de de 10 kD de MWCO (Millipore). Se pre-humedeció un filtro Mustang E 0,22 
um (PALL) con el tampón de fase móvil SEC y se filtró el concentrado SEC a través del mismo mediante un sistema 25 
de suministro con jeringa manual a un caudal de ~1 ml/min. El producto filtrado final se ensayó para endotoxinas 
usando el sistema PTS EndoSafe (Charles River), concentración mediante UV a A 280 nm, y se separó en alícuotas 
para su almacenamiento. 

Ejemplo 8: Establecimiento de la línea celular indicadora 293/KDR/KZ136 

Para ensayar la capacidad de las moléculas de neutralizar la actividad VEG-A165, se creó una línea celular 30 
indicadora de luciferasa. Se sembraron células 293/KDR (Sibtech, Inc. Newington, CT), que expresan de forma 
estable VEGF-R2 (KDR/Flk-1), a una densidad de 250.000 células/pocillo en placas de 6 pocillos en medio completo 
(DMEM, suero bovino fetal (FBS) al 10 %, piruvato sódico 1X, GlutaMax 1X (Invitrogen)) y se dejó que se adhirieran 
durante una noche a 37 ºC en una incubadora humidificada en CO2 al 5 %. El siguiente día, las células se 
transfectaron usando Lipofectamina 2000 (lnvitrogen) y pKZ136 (ZymoGenetics, Inc), un plásmido que contiene un 35 
casete STAT-SRE-Luciferasa y marcador de selección en neomicina usando el protocolo del fabricante. La 
señalización a través de VEGF-R2 inducirá la activación del elemento de respuesta de suero (SRE) y mediará la 
expresión de luciferasa. En resumen, se añadieron 4 µg de pKZ136 a 250 µl de DMEM sin suero en un tubo y se 
añadieron 10 µl de reactivo Lipofectamina 2000 a 250 µl de DMEM sin suero en otro tubo. Ambos tubos se 
mezclaron suavemente, se incubaron 5 min a temperatura ambiente (TA), y se combinaron para un volumen total de 40 
500 µl. Después de 20 minutos a TA, se aspiró el medio completo de las células y los 500 µl de mezcla de 
Lipofectamina/ADN se añadieron al pocillo. Después de 5 horas a 37 ºC, CO2 al 5 %, se añadieron 2 ml de medio 
completo y las células se devolvieron a la incubadora y se incubaron durante una noche. El siguiente día, se 
remplazó el medio con medio completo que contenía 500 µg/ml de Geneticina (G418 Sulfato, Invitrogen) y la 
selección para transfectantes estables sucedió en 10-14 días. 45 

Después de establecer las células 2931KDR/KZ136 resistentes a Geneticina, se aislaron clones individuales por el 
procedimiento de dilución limitante. En resumen, se sembraron varias placas de cultivo de 96 pocillos a una 
densidad de siembra de 0,25 células/pocillo en 200 µl de medio completo. Después de 15-20 días, se aislaron los 
pocillos que mostraban una única colonia establecida y se exploraron para la actividad luciferasa en respuesta 
VEGFA-165. Los clones aislados se sembraron por triplicado a una densidad de siembra de 10.000 células/pocillo 50 
en placas recubiertas de cultivo celular blancas opacas de 96 pocillos (Costar nº 3917) en medio completo y se dejó 
que se adhirieran durante una noche. El siguiente día, se retiró el medio completo por aspiración de vacío y se 
remplazó con 100 µl de medio sin suero (DMEM, piruvato sódico 1X, GlutaMax 1X, (invitrogen)) y las células se 
privaron de suero durante una noche. El siguiente día, se añadió VEGF-A165 a concentraciones de 0,0263, 0,263, y 
2,63 nM en medio sin suero y se incubaron a 37 ºC durante 4 horas. La actividad luciferasa se midió usando el 55 
sistema de ensayo de Luciferasa (Promega, E1501) y un luminómetro de microplaca (Berthold Technologies) de 
acuerdo con el protocolo del fabricante. El clon con la mayor actividad luciferasa se denominó 293/KDR/KZ136/c22 y 
se usó para ensayos de exploración. 
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Ejemplo 9: Identificación de scFv neutralizantes anti-VEGF usando el ensayo Luminex de fosforilación de 
VEGF-R2 inducida por VEGFA de 293/KDR/KZ136/c22 

Para seleccionar moléculas candidatas (scFv, Fab) por su capacidad de neutralizar la actividad de VEGFA, se 
realizó un ensayo luminex basado en células que mide la fosforilación de VEGF-R2 (KDR/Flk-I). Se sembraron 
células 293/KDR/KZ136/c22 a una densidad de 20.000 células por pocillo en 100 µl de medio completo (DMEM, 5 
suero bovino fetal (FBS) al 10 %, piruvato sódico 1X, GlutaMax 1X (Invitrogen)) en placas transparentes de cultivo 
tisular de 96 pocillos y se dejó que se adhirieran durante una noche. El siguiente día, se retiró el medio completo por 
aspiración de vacío y se remplazó con 100 µl de medio sin suero (DMEM, piruvato sódico 1X, GlutaMax 1X). Las 
células se incubaron durante una noche. 

El siguiente día, las moléculas neutralizantes de VEGF-A candidatas (scFv, Fab), los controles positivos 10 
(bevacizumab (anticuerpo monoclonal anti-VEGFA, Genentech), ranibizumab (Fab de afinidad madurada anti-
VEGFA, Genentech), y bevacizumab Fab (generado en el propio laboratorio) se diluyeron en serie de 200 nM hasta 
12 pM a diluciones 1:5 junto con un agente no neutralizante (medio solamente) en medio sin suero. A éstas, se 
añadió un volumen igual de VEGF-A165 a 0,54 nM para una concentración final de VEGF-A 0,26 nM y 100 nM a 6 pM 
de molécula neutralizante o control positivo. Éstas se incubaron durante 60 minutos a 37 ºC. 15 

Después de la incubación, se retiró el medio de las células privadas de suero por aspiración de vacío y se remplazó 
con 100 µl de los complejos anteriores. Las células se incubaron durante 10 minutos a 37 ºC. Después de la 
incubación, se retiró el medio por aspiración de vacío y las células se lavaron suavemente con 100 µl de solución 
salina tamponada con fosfato enfriada en hielo (PBS, Invitrogen). El PBS se retiró por aspiración de vacío y las 
células se lisaron en 25 µl de tampón de lisis NP-40 (lnvitrogen nº Cat. FNN0021) que contenía PMSF 1 mM (Sigma, 20 
P-2714 en DMSO) y 1 Mini comprimido completo por 10 ml (Roche, 11836153001). Los lisados se incubaron durante 
20 minutos a 4 ºC sobre un agitador de plataforma y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min a 4 ºC para aclarar 
los lisados. Los lisados se transfirieron a una placa nueva de microtitulación de 96 pocillos y se colocaron a -20 ºC 
hasta el ensayo. 

Para el ensayo luminex de fosforilación de VEGF-R2, se usó el kit de reactivo de tampón de proteína intracelular 25 
(lnvitrogen LHB0002) y el kit de perlas de anticuerpo contra VEGFR2 [pY1059] (Invitrogen LHO0601) de acuerdo 
con las instrucciones del fabricante. Los lisados se descongelaron y mezclaron 1:5 con 80 µl de diluyente de ensayo. 

Se pre-humedecieron los pocillos de una placa de filtración al vacío luminex con 200 µl de solución de lavado de 

trabajo. Las perlas diluidas se añadieron a 25 µl por pocillo y se lavaron 2X con 200 µl de solución de lavado de 

trabajo. Después del lavado, se añadieron 50 µl de lisado diluido, y 50 µl de anticuerpo detector diluido a cada pocillo 30 
y las placas se cubrieron en papel de plata y se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente (TA) en un 
agitador de plataforma a 500 rpm. Después de la incubación, las perlas se lavaron 2X con 200 µl de solución de 
lavado de trabajo y después se añadieron 100 µl de Anti-IgG de conejo-RPE diluido a cada pocillo y las placas se 
cubrieron en papel de plata y se incubaron durante 30 minutos a TA en un agitador de plataforma a 500 rpm. 
Después de la incubación, las perlas se lavaron 3X con 200 µl de solución de lavado de trabajo, y se resuspendieron 35 
en 125 µl de solución de lavado de trabajo. Las perlas se resuspendieron durante 30 segundos en un agitador de 
plataforma a 500 rpm y se leyeron en un instrumento Luminex-100 (BioRad). Los datos se analizaron usando un 
software analítico (Spotfire) y se calcularon los valores de CI50 para cada candidato y control. 

La acción de unión de VEGF-A165 a su receptor, VEGF-R2 (KDR/Flk-1), induce la fosforilación del receptor. Este 
ensayo basado en luminex une el VEGF-R2 total a una perla marcada de forma fluorescente conjugada con un 40 
anticuerpo anti-VEGF-R2. Se usa un anticuerpo secundario que detecta la fosforilación en [pY1059] para detectar 
cuánto VEGF-R2 se ha fosforilado. Una disminución en la fosforilación del receptor indica que esta activación 
mediada por VEGF-A se está neutralizando. 

Ejemplo 10: Ensayo de reactividad cruzada de scFv de unión a VEGF contra VEGF-A murino 

Para seleccionar moléculas candidatas (scFv, Fab) por su capacidad de neutralizar la actividad de VEGFA murino, 45 
se realizó un ensayo luminex basado en células que mide la fosforilación de VEGF-R2 (KDR/Flk-1). Como mVEGF-
164 reaccionará de forma cruzada con VEGF-R2 humano, puede usarse un sistema indicador basado en VEGF-R2 
humano. Se sembraron células 293/KDR/KZ136/c22 a una densidad de 20.000 células por pocillo en 100 µl de 
medio completo (DMEM, suero bovino fetal (FBS) al 10 %, piruvato sódico 1X, GlutaMax 1X (Invitrogen)) en placas 
transparentes de cultivo tisular de 96 pocillos y se dejó que se adhirieran durante una noche. El siguiente día, se 50 
retiró el medio completo por aspiración de vacío y se remplazó con 100 µl de medio sin suero (DMEM, piruvato 
sódico 1X, GlutaMax 1X). Las células se incubaron durante una noche. 

El siguiente día, las moléculas neutralizantes de VEGF-A candidatas (scFv, Fab) se diluyeron en serie de 200 nM 
hasta 12 pM en diluciones 1:5 junto con un agente no neutralizante (medio solamente) en medio sin suero. Se usó 
VEGF-R2-Fc como control positivo para la neutralización. A esto se añadió un volumen igual de mVEGF-A164 (493-55 
MV-005, R&D Systems) a 0,54 nM para una concentración final de 0,26 nM de VEGA y 100 nM a 6 pM de molécula 
neutralizante o control positivo. Éstas se incubaron durante 60 minutos a 37 ºC. 
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Después de la incubación, se retiró el medio de las células privadas de suero por aspiración de vacío y se remplazó 
con 100 µl de los complejos anteriores. Las células se incubaron durante 10 minutos a 37 ºC. Después de la 
incubación, se retiró el medio por aspiración de vacío y las células se lavaron suavemente con 100 µl de solución 
salina tamponada con fosfato enfriada en hielo (PBS, Invitrogen). El PBS se retiró por aspiración de vacío y las 
células se lisaron en 25 µl de tampón de lisis NP-40 (invitrogen nº Cat. FNN0021) que contenía PMSF 1 mM (Sigma, 5 
P-2714 en DMSO) y 1 mini comprimido completo por 10 ml (Roche, 11836153001). Los lisados se incubaron durante 
20 minutos a 4 ºC en un agitador de plataforma y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min a 4 ºC para aclarar los 
lisados. Los lisados se transfirieron a una placa nueva de microtitulación de 96 pocillos y se colocaron a -20 ºC hasta 
el ensayo. 

Para el ensayo luminex de fosforilación de VEGF-R2, se usó el kit de reactivo de tampón de proteína intracelular 10 
(lnvitrogen LHB0002) y el kit de perlas de anticuerpo contra VEGFR2 [pY1059] (invitrogen LHO0601) de acuerdo con 
las instrucciones del fabricante. Los lisados se descongelaron y mezclaron 1:5 con 80 µl de diluyente de ensayo. Se 
pre-humedecieron los pocillos de una placa de filtración al vacío luminex con 200 µl de solución de lavado de 

trabajo. Las perlas diluidas se añadieron a 25 µl por pocillo y se levaron 2X con 200 µl de solución de lavado de 

trabajo. Después del lavado, se añadieron 50 µl de lisado diluido, y 50 µl de anticuerpo detector diluido a cada pocillo 15 
y las placas se cubrieron en papel de plata y se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente (TA) en un 
agitador de plataforma a 500 rpm. Después de la incubación, las perlas se lavaron 2X con 200 µl de solución de 
lavado de trabajo y después se añadieron 100 µl de Anti-IgC de conejo-RPE diluido a cada pocillo y las placas se 
cubrieron en papel de plata y se incubaron durante 30 minutos a TA en un agitador de plataforma a 500 rpm. 
Después de la incubación, las perlas se lavaron 3X con 200 µl de solución de lavado de trabajo, y se resuspendieron 20 
en 125 µl de solución de lavado de trabajo. Las perlas se resuspendieron durante 30 segundos en un agitador de 
plataforma a 500 rpm y le leyeron en un instrumento Luminex-100 (BioRad). Los datos se analizaron usando un 
software analítico (Spotfire) y se calcularon los valores de CI50 para cada candidato y control. 

La acción de unión de mVEGF-A164 al receptor humano, VEGF-R2 (KDR/Flk-1), induce la fosforilación del receptor. 
Este ensayo basado en luminex une el VEGF-R2 total a una perla marcada de forma fluorescente conjugada con un 25 
anticuerpo anti-VEGF-R2. Se usa un anticuerpo secundario que detecta la fosforilación en [pY1059] para detectar 
cuánto VEGF-R2 se ha fosforilado. Una disminución en la fosforilación del receptor indica que esta activación 
mediada por mVEGF-A164 se está neutralizando. 

Ejemplo 11: Identificación de scFv neutralizantes anti-VEGF usando el ensayo de luciferasa basado en 
células inducido por VEGF-A de 293/KDR/KZ136/c22 30 

Para seleccionar moléculas candidatas (scFv, Fab) por su capacidad de neutralizar la actividad de VEGFA, se 
realizó un ensayo de luciferasa basado en células. Se sembraron células 293/KDR/KZ136/c22 a una densidad de 
siembra de 10.000 células por pocillo en placas tratadas con cultivo tisular blancas opacas de 96 pocillos (Costar nº 
3917) en 100 µl de medio completo (DMEM, suero bovino fetal (FBS) al 10 %, piruvato sódico 1X, GlutaMax 1X 
(Invitrogen)) y se incubaron 48 horas en a 37 ºC en una incubadora humidificada de CO2 al 5 %. Después de 48 35 
horas, se retiró medio completo por aspiración de vacío y se remplazó con 100 µl de medio sin suero (DMEM, 
piruvato sódico 1X, GlutaMax 1X (Invitrogen)) y se incubaron durante una noche. 

El siguiente día, las moléculas neutralizantes de VEGA candidatas (scFv, Fab), los controles positivos (bevacizumab 
(anticuerpo monoclonal anti-VEGFA, Genentech), ranibizumab (Fab de afinidad madurada anti-VEGFA, Genentech), 
y bevacizumab Fab generado en el propio laboratorio) se diluyeron en serie de 200 nM hasta 12 pM en diluciones 40 
1:5 junto con un agente no neutralizante (medio solamente) en medio sin suero. A esto se añadió un volumen igual 
de VEGFA-165 a 0,54 nM para una concentración final de 0,26 nM de VEGA y 100 nM a 6 pM de molécula 
neutralizante o control positivo. Éstas se incubaron durante 60 minutos a 37 ºC. Después de la incubación, se retiró 
por aspiración el medio de las células privadas de suero y se añadieron 100 µl de los complejos anteriores y se 
incubaron a 37 ºC durante 4 horas. 45 

Después de 4 horas de incubación, se realizó un ensayo de luciferasa usando el sistema de ensayo de Luciferasa 
(Promega, E1501) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, se aspiró el medio y se añadieron 
25 µl de tampón is 1X (Promega, E153A) a cada pocillo. Las placas se incubaron durante 20-30 minutos a TA para 
equilibrarlas. La actividad luciferasa se midió usando a luminómetro de microplaca (Berthold Technologies), 40 µl de 
inyección de sustrato, 1 segundo de tiempo de integración. Los datos se analizaron usando un software analítico 50 
(Spotfire) y se calcularon los valores CI50 para cada candidato y control. 

La acción de unión de VEGF-A165 a su receptor, VEGF-R2 (KDR/Flk-1), induce una cascada de señalización que 
activa STAT (transductor de señales y activador de la transcripción) y/o SRE (elemento de respuesta de suero) que 
dirige la transcripción del gen indicador de luciferasa. Una disminución en la actividad luciferasa indica que esta 
señalización mediada por VEGFA se está neutralizando. 55 

ES 2 456 296 T3

 



75 

Resultados 

Los scFv y BiAb enumerados en las siguientes Tablas 11 y 12 se seleccionaron en el ensayo de luciferasa por la 
neutralización de la actividad inducida por VEGF. Se demostró inhibición significativa con varios scFv y BiAb 
seleccionados (presentados como valores de CI50 en las Tablas 11 y 12). Los valores de CI50 se indican como 
concentración nM del scFv necesaria para neutralizar la actividad VEGF en un 50 %. Bevacizumab (Avastin™), 5 
Lucentis™, y Avastin™ Fab (generado en el propio laboratorio) se usaron como controles para la actividad. 

Tabla 11: Actividad de neutralización de scFv anti-VEGF-A en ensayo de Luciferasa basado en células 

scFv y controles CI50 (nM) de Luciferasa 

Avastin™ 0,1-0,4 

Lucentis™ 0,1-0,5 

Avastin™ Fab 2,9-6,45 

c636.1_1 0,10 

c721.1_1 1,47 

c721.1_2 0,23 

c752.1_1 1,09 

c831.1_1 0,25 

c1036.1_1 0,31 

c1044.1_1 0,09 

c1090.1_1 0,43 

c1094.1_1 0,95 

c1155.1_1 0,2 

c1080.1_1 0,01 

c1135.1_1 0,4 

c1270.1_1 0,3 

c1285.1_1 0,13 

c1257.1_1 0,34 

c1410.1_1 0,08 

c1476.1_1 0,2 

c641.1_1 3,1 

c648.1_1 0,2 

c868.1_1 0,5 

c870.1_1 0,3 

c1039.1_1 0,07 

c1092.1_1 15,23 
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Tabla 12: Actividad de neutralización de BiAb anti-VEGF-A en ensayo de Luciferasa basado en células 

BiAb CI50 (nM) de Luciferasa 

A2096F (c1111) BiAb 0,13 

A2100F (c868) BiAb 0,212 

A2105F (c868) dímero 0,22 

A2097F (c870) BiAb 0,335 

A2099F (c1039) BiAb 0,04 

A2101F (c1081) BiAb 10,08 

A2098F (c1092) BiAb 2,33 

162.6262/bevacizumab Biab 0,08 

Ejemplo 12: Ensayo de proliferación para determinar la actividad neutralizante de scFv contra VEGFA sobre 
células HUVEC estimuladas con VEGF-A 

Para seleccionar un scFv neutralizante de VEGF-A que tuviera afinidad moderada por VEGF-A, se ejecutó un 
ensayo de 3H-timidina. Se usó VEGF-A165 humano recombinante como control positivo a 2,6 nM. Se usó medio 5 
DMEM-F12 (1:1) con insulina-transferrina-selenio 1x (medio sin suero, SFM; Invitrogen, Carlsbad, CA) como control 
negativo. Se diluyó en serie el scFv contra VEGF-A humano en SFM a 500 nM, 50 nM, 5 nM, 0,5 nM, 0,05 nM, 0,005 
nM, y 0,0005 nM. Se sembraron células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) en placas de fondo 
plano de 96 pocillos en un volumen de 100 µl a una densidad de 900-1000 células por pocillo. Las células HUVEC 
se sembraron durante 2 días en medio EGM-2 MV completo (Lonza, Walkersville, MD) a 37 ºC, CO2 al 5 %. Las 10 
células se privaron de suero con SFM durante 24 h, se estimularon durante 24 h con 2,6 nM con o sin el scFv contra 
VEGF-A diluido en serie, y se pulsaron durante 24 h con 1 µCi por pocillo de 3H-timidina, que se incorpora en células 
en proliferación (todo a 37 ºC, CO2 al 5 %). Las células se recogieron y contaron usando un instrumento Topcount 
(Hewlett Packard). 

Resultados: Una gran cantidad de scFv y BiAb seleccionados en el ensayo mostraron potente neutralización de 15 
proliferación de HUVEC inducida por VEGF como se observa por los bajos valores nM de CI50 en las siguientes 
Tablas 13 y 14. 

Tabla 13: Actividad de neutralización de scFv anti-VEGF-A en ensayo de proliferación de HUVEC 

scFv y controles CI50 (nM) de proliferación 

Avastin™ 0,3-0,6 
Lucentis™ 0,3-0,8 

Avastin™ Fab 14-17 
c636.1_1 0,99 

c721.1_1 7,45 

c721.1_2 1,67 

c752.1_1 2,90 

c831.1_1 0,25 

c1036.1_1 0,72 

c1044.1_1 0,43 

c1090.1_1 0,61 

c1094.1_1 1,0 

c1155.1_1 0,13 

c1080.1_1 0,58 

c1135.1_1 0,99 

c1270.1_1 0,9 

c1285.1_1 0,86 

c1257.1_1 2,2 

c1410.1_1 0,65 

c1476.1_1 0,17 

c641.1_1 6,3 
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(continuación) 
scFv y controles CI50 (nM) de proliferación 

c648.1_1 0,01 

c868.1_1 3,1 

c870.1_1 0,8 

c1039.1_1 0,77 

c1092.1_1 16,6 

 

Tabla 14: Actividad de neutralización de BiAb y dímero anti-VEGF-A en ensayo de proliferación de HUVEC 

BiAb y dímeros CI50 (nM) de proliferación 

A2096F (c1111) BiAb 2,27 

A2100F (c868) BiAb 0,57 

A2105F (c868) dímero 0,84 

A2097F (c870) BiAb 0,8 

A2099F (c1039) BiAb 0,19 

A2101F (c1081) BiAb 4,15 

A2098F (c1092) BiAb 1,08 

162.6262/bevacizumab BiAb 2,27 

Ejemplo 13: Construcción y expresión del plásmido PDGFRβ-Fc5 pZMP45 en células 293F 

Se construyó un plásmido de expresión que codificaba PDGFRβ-Fc5 en el vector pZMP45 mediante recombinación 
homóloga en levaduras. El fragmento PDGFRβ-Fc5 se creó con PCR, usando un plásmido de expresión pre-5 
existente que contenía la secuencia Fc5 de PDGFRβ (aminoácidos 1-530) como molde. El cebador directo zc58363 
(CTCTCCACAGGTGTCCTCGAGAATTCATATAGGCCGGCCACCATGCGGCTTCCGGGTGCGATGCCAG; SEC ID 
Nº 483) creó un solapamiento 5' en pZMP45, y el cebador inverso zc52514 
(GGGGTGGGTACAACCCCAGAGCTGTTTTAAGGCGCGCCTCTAGATTATTTACCCGGAGACAGGGAGAGGCTCT
T; SEC ID Nº 484) creó un solapamiento 3' en pZMP45. 10 

Las condiciones de PCR, usando Platinum® PCR SuperMix High Fidelity (lnvitrogen, nº Cat. 12532-016), fueron las 
siguientes: 1 ciclo 94 ºC durante 2 min; 30 ciclos 94 ºC durante 30 s, 55 ºC durante 30 s, 68 ºC durante 2:30 min; 
después mantenimiento a 4 ºC. La mezcla de reacción de PCR después se procesó en un gel de agarosa al 1 % con 
TAE 1x. La banda correcta se escindió y se purificó usando el kit de purificación de gel de Qiagen (Qiagen, nº 
catálogo 28704). 15 

El plásmido pZMP45 es un vector de expresión de mamífero que contiene un casete de expresión que tiene el 
promotor/potenciador temprano inmediato de CMV, el intrón A de CMV, múltiples sitios de restricción para la 
inserción de secuencias codificantes, y una secuencia peptídica señal tPA optimizada, el terminador de SV40, un 
origen de replicación de E. coli, y las secuencias URA3 y CEN-ARS necesarias para la selección y replicación en S. 
cerevisiae. 20 

Se combinaron cien µl de células de levadura electrocompetentes (S. cerevisiae) con 4 µl de ADN purificado de lo 
anterior, se mezclaron con 100 ng de plásmido pZMP45 cortado con Bglll, y se transfirieron a una cubeta de 
electroporación de 0,2 cm. La mezcla de levadura-ADN se electropulsó a 0,75 kV (5 kV/cm), ∞ ohm, 25 µF. A cada 
cubeta se añadió 1 ml de sorbitol 1,2 M, y las levaduras se sembraron en una placa URA-DS y se incubaron a 30 ºC. 
Después de aproximadamente 72 horas, se resuspendieron aproximadamente 50 µl de células de levadura 25 
compactadas recogidas de los transformantes de levadura Ura+ de una única placa en 100 µl de tampón de lisis 
(Triton X-100 al 2 %, SDS al 1 %, NaCl 100 mM, Tris 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM), 100 µl de tampón Qiagen P1 de 
un kit Qiagen miniprep (Qiagen, Valencia, CA, nº catálogo 27104), y 20 U de Zimoliasa (Zymo Research, Orange, 
CA, nº catálogo 1001). Esta mezcla se incubó durante 30 minutos a 37 ºC, y se realizó el resto del protocolo Qiagen 
miniprep, partiendo con la adición de reactivo P2. El ADN se eluyó con 40 µl de reactivo EB. 30 

Se transformaron quince µl de células E. coli electrocompetentes (DH12S, Invitrogen, Carlsbad, CA) con 2 µl de 
ADN de levadura en una cubeta de electroporación de 0,2 cm. Las células se electropulsaron a 1,75 kV, 25 µF, y 
400 ohm. Después de la electroporación, se añadió 1 ml de SOC (Bacto Triptona al 2 % (Difco, Detroit, Ml), extracto 
de levadura al 0,5 % (Difco), NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl2 10 mM, MgSO4 10 mM, glucosa 20 mM) a la cubeta. 
Esta solución se sembró en dos placas LB AMP (caldo LB (Lennox), Bacto Agar al 1,8 % (Difco), 100 mg/l de 35 
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ampicilina), una con 200 µl de transformantes, la segunda con 100 µl. 

Se picaron los clones individuales de las placas de transformación, y se secuenciaron para identificar un clon que 
contuviera la construcción de expresión correcta para PDGFRβ-Fc5. Se aisló el ADN plasmídico a mayor escala 
usando el kit Invitrogen mega prep (Invitrogen, Carlsbad, CA, nº catálogo 457009) de acuerdo con las instrucciones 
del fabricante. 5 

Transfección en células 293F 

Para ensayar la expresión de PDGFRβ-Fc5, se transfectaron de forma transitoria 1 millón de células 293F usando 1 
µg de ADN plasmídico y 1,3 µl de Lipofectamina2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, nº catálogo 11668-019) en 100 µl de 
OptiMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA, nº catálogo 31985-070), siguiendo el procedimiento del producto 
Lipofectamina2000. Las células se cultivaron en un pocillo de una placa de 12 pocillos, agitando a 120 rpm, 37 ºC, 10 
CO2 al 6 %. Después de 96 horas, se recogió el medio y se preparó para ensayo de transferencia de Western. 

Se usaron materiales y protocolos Invitrogen para la transferencia de Western con HRP-anticuerpo de cabra anti-IgG 
humana (H+L) (Jackson ImmunoResearch nº catálogo 109-035-003) como anticuerpo de detección. Se observó 
expresión significativa, de modo que se inició una transfección a gran escala. 

Ejemplo 14: Selección de anticuerpos que se unen a PDGFRβ 15 

Se identificaron anticuerpos que se unen al dominio extracelular de PDGFRβ explorando bibliotecas de fagos Dyax 
Fab 310 y 410 (Dyax Corp., Cambridge, MA). La selección y exploración de las bibliotecas de fagos-anticuerpos 
usaron antígeno biotinilado inmovilizado (PDGFRβ-Fc5; SEC ID Nº 486) capturado sobre perlas magnéticas, 
Dynabeads M-280 Estreptavidina (nº 112-06D, Invitrogen Dynal AS, Oslo, Noruega). Los anticuerpos se aislaron 
aumentando la rigurosidad después de unas pocas rondas de selección. La primera generación de anticuerpos 20 
estaba en el formato Fab. Los anticuerpos Fab solubles se generaron por digestión con enzima MluI (nº R0198S, 
New England Biolabs, Beverly, MA) para retirar el gen 3 del fago M 13. Se aplicó la misma estrategia de selección, 
exploración y solubilización para anticuerpos en el formato scFv. 

Ejemplo 15: Ensayo de unión basado en placa para PDGFRβ 

Los clones positivos del formato Fab para PDGFRβ se seleccionaron mediante un ensayo de unión basado en placa. 25 
Se recubrieron placas Costar (nº 9018) de 96 pocillos con 50 µl de anticuerpo anti-IgG humana Fcg-específico (nº 
109-005-098, Jackson Immunology) a 1 µg/ml en NaHCO3 0,1 M, pH 9,6 durante una noche a 4 ºC. El siguiente día, 
las placas se lavaron tres veces con Tween-20 al 0,1 %/PBS (PBST). Cada pocillo se llenó con 100 µl de leche al 5 
% (nº 170-6404, Bio-Rad)/PBST durante una hora a temperatura ambiente (TA) para el bloqueo. Se añadieron 50 µl 
de PDGFRβ-Fc5 (SEC ID Nº 486) o 1L-27RA-Fc5 (SEC ID Nº 487) a 0,25 µg/ml en BSA al 2 % (nº 160069 MB 30 
Biomedicals)/PBST a cada pocillo durante una hora a TA. Las placas se lavaron tres veces con PBST. Cada pocillo 
se llenó con 100 µl de leche al 5 %/PBST durante una hora a TA para el bloqueo. Las placas de ensayo después se 
lavaron tres veces con PBST. Cada pocillo se llenó con 50 µl de Fab. Los pocillos después se mezclaron y después 
se incubaron durante una hora a TA. Las placas se lavaron tres veces con PBST. Para la detección de Fab, se 
añadieron 50 µl de pAb anti-Fab humano específico-HRP (1:4000) (nº 31482, Pierce) en BSA al 2 %/PBST a cada 35 
pocillo durante una hora a TA. Las placas después se lavaron tres veces con PBST. Se añadieron 50 µl de TMB 
(TMBW-1000-01, BioFX Laboratories) a cada pocillo para revelar durante 10-20 min, seguido de la adición de 50 µl 
de tampón de detención (STPR-1000-01, BioFX Laboratories) para inactivar la reacción. Las placas después se 
leyeron a 450 nm en un lector de placa. 

Ejemplo 16: Conversión de Fab-scFv contra PDGFRβ  40 

Se amplificaron las regiones variables lambda, kappa, y de cadena pesada a partir de una combinación de 10 brazos 
de ADN de fagos Fab Dyax seleccionados para PDGFRβ de ronda 2 en un proceso de 3 etapas usando cebadores 
dirigidos contra las secuencias flanqueantes para cada subtipo. La primera ronda de PCR amplifica cada una de las 
regiones flanqueantes variables y añade proyecciones apropiadas para facilitar las reacciones de la ronda 2 de PCR. 
Las reacciones de la ronda 2 de PCR añaden secuencias enlazadoras gly/ser apropiadas a los extremos de los 45 
productos apropiados de la ronda 1 de PCR y las reacciones de la ronda 3 de PCR solapan los productos de cadena 
ligera variable lambda, cadena ligera variable kappa y cadena pesada variable para crear productos scFv en ambas 
orientaciones LH y HL, que después se clonaron en el vector de presentación en fagos PIMD21 digerido con 
ApaLI/NotI. 

Ejemplo 17: Identificación de sFab y scFv neutralizantes usando un ensayo de neutralización basado en 50 
placa para PDGFRβ 

Se seleccionaron Fab y scFv contra PDGFRβ mediante un ensayo de neutralización basado en placa. Se 
recubrieron placas Costar (nº 9018) de 96 pocillos con 50 µl de anticuerpo anti-IgG humana Fcg-específico (nº 109-
005-098, Jackson Immunology) a 1 µg/ ml en NaHCO3 0,1 M, pH 9,6 durante una noche a 4 ºC. El siguiente día, las 
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placas se lavaron tres veces con Tween-20 al 0,1 %/PBS (PBST). Cada pocillo se llenó con 100 µl de leche al 5 % 
(nº 170-6404, Bio-Rad)/PBST durante una hora a temperatura ambiente (TA) para el bloqueo. Se añadieron 50 µl de 
PDGFRβ (preparado en el propio laboratorio) a 0,25 µg/ ml en BSA al 2 % (nº 160069 MB Biomedicals)/PBST a cada 
pocillo durante una hora a TA. Las placas se lavaron tres veces con PBST. Cada pocillo se llenó con 100 µl de leche 
al 5 %/PBST durante una hora a TA para el bloqueo. Las placas de ensayo después se lavaron tres veces con 5 
PBST. Cada pocillo se llenó con 50 µl de una mezcla (1:1) de sobrenadante Fab o scFv y homodímero PDGF-B 
biotinilado (SEC ID Nº 488) (PDGF-BB) a 0,01 12 µg/ml en BSA al 2 %/PBST durante una hora a TA. Las placas se 
lavaron tres veces con PBST. Se añadieron 50 µl de (1:3000) estreptavidina-HRP (nº 21124, Pierce) en BSA al 2 
%/PBST a cada pocillo durante una hora a TA. Las placas después se lavaron tres veces con PBST. Se añadieron 
50 µl de TMB (TMBW-1000-01, BioFX Laboratories) a cada pocillo para revelar durante 20 - 30 min, seguido de la 10 
adición de 50 µl de tampón de detención (STPR-1000-01, BioFX Laboratories) para inactivar la reacción. Las placas 
después se leyeron a 450 nm en un lector de placa. 

Ejemplo 18: Medición de las afinidades de unión de PDGF-BB humano al receptor-ββββ de PDGF humano 
mediante resonancia de plasmón superficial (Biacore) 

Se midieron las constantes de velocidad cinética y las constantes de disociación en equilibrio para la interacción de 15 
PDGFR-β-Fc5 con el PDGF-BB mediante resonancia de plasmón superficial. La resonancia de plasmón superficial 
permite controlar las fases tanto de asociación como de disociación durante interacciones biomoleculares (Ohlson, J. 
Mol. Recogni., 1997). La constante de velocidad de asociación (ka (M

-1s-1)) es un valor que refleja la velocidad de la 
formación del complejo antígeno-antagonista. La constante de velocidad de disociación (kd (s-1)) es un valor que 
refleja la estabilidad de este complejo. Dividiendo la constante de velocidad de asociación por la constante de 20 
velocidad de disociación (ka/kd) se obtiene la constante de asociación en equilibrio (KA (M-1)). Dividiendo la constante 
de velocidad de disociación por la constante de velocidad de asociación (kd/ka) se obtiene la constante de 
disociación en equilibrio (KD (M)). Este valor describe la afinidad de unión de la interacción. Interacciones con la 
misma KD pueden tener constantes de velocidad de asociación y disociación ampliamente variables. Por 
consiguiente, medir tanto la ka como la kd ayuda a describir de forma más precisa la afinidad de la interacción. 25 

Determinación de la afinidad 

Se midieron las constantes de velocidad cinética y las constantes de disociación en equilibrio para la interacción de 
PDGF-BB con PDGFR-β-Fc5 mediante resonancia de plasmón superficial. La constante de velocidad de asociación 
(ka (M

-1s-1)) es un valor que refleja la velocidad de la formación del complejo antígeno-antagonista. La constante de 
velocidad de disociación (kd (s

-1)) es un valor que refleja la estabilidad de este complejo. Dividiendo la constante de 30 
velocidad de asociación por la constante de velocidad de disociación (ka/kd) se obtiene la constante de asociación en 
equilibrio (KA (M-1)). Dividiendo la constante de velocidad de disociación por la constante de velocidad de asociación 
(kd/ka) se obtiene la constante de disociación en equilibrio (KD (M)). Este valor describe la afinidad de unión de la 
interacción. Interacciones con la misma KD pueden tener constantes de velocidad de asociación y disociación 
ampliamente variables. Por consiguiente, medir tanto la ka como la kd ayuda a describir de forma más precisa la 35 
afinidad de la interacción. 

Materiales y procedimientos 

Se completó una serie de experimentos para medir la afinidad de unión de la interacción de PDGF-BB con PDGFR-
β. Los estudios de cinética y afinidad de unión se realizaron en un sistema Biacore T100™ (GE Healthcare, 
Piscataway, NJ). Los procedimientos se programaron usando el Software de control Biacore T100™, v 1.1.1. Para 40 
capturar la molécula de fusión PDGFR-β-Fc5, se inmovilizó de forma covalente anticuerpo de cabra anti-IgG humana 
Fc-gamma (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) en un chip sensor CM5 usando química de acoplamiento 
de amina (EDC:NHS) hasta una densidad de aproximadamente 10.000 RU. Después se inyectó PDGFR-β-Fc5 en 
esta superficie a un caudal de 10 ul/min durante 90 segundos para capturar aproximadamente 500 RU. 

Se inyectaron diluciones 1:3 en serie de PDGF-BB humano que variaban de 1,37 nM a 0,02 nM sobre la superficie y 45 
se dejó que se unieran específicamente al PDGFR-β-Fc5 inmovilizado en un chip sensor. Las inyecciones de las 
concentraciones de PDGF-BB se realizaron con un tiempo de asociación de 5 minutos y un tiempo de disociación de 
5 minutos. Los estudios de unión cinética se realizaron con un caudal de 50 µl/min. Todos los experimentos de unión 
se realizaron a 25 ºC en un tampón de HEPES 10 mM, NaCl 500 mM, EDTA 3 mM tensioactivo P20 al 0,05 %, 1 
mg/ml de albúmina sérica bovina, pH 7,4. También se realizaron inyecciones de tampón para permitir la sustracción 50 
del ruido y la desviación del instrumento. Entre ciclos, la celda de flujo se lavó con glicina 10 mM, pH 1,75 para 
regenerar la superficie. 

Los datos se compilaron usando el software de evaluación Biacore T100™ (versión 1.1.1). Los datos se procesaron 
sustrayendo las inyecciones en la celda de flujo de referencia y de blanco. La estabilidad basal se evaluó para 
asegurar que la etapa de regeneración proporcionaba una superficie de unión consistente en toda la secuencia de 55 
inyecciones. Se comprobaron curvas de inyección por duplicado para la reproducibilidad. Se determinó que el 
modelo de unión 1:1 era el más apropiado y las curvas de unión resultantes se ajustaron de forma global a este 
modelo. 
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Resultados 

Se caracterizó PDGF-BB por su afinidad de unión a PDGFR-β-Fc5 (resultados resumidos en la Tabla 15). Se 
midieron las constantes de velocidad de asociación (ka (M

-1s-1)) y las constantes de velocidad de disociación (kd (s
1)). 

Se calcularon la KD y KA a partir de los valores de ka y kd. Los datos se ajustan bien al modelo de interacción 1:1. En 
estas condiciones de ensayo, la constante de disociación en equilibrio para la interacción PDGF-BB - PDGFR-β-Fc5 5 
fue de aproximadamente 2.E-11M. 

Tabla 15: Caracterización de afinidad de unión de PDGF-BB por PDGFRβ 

Interacción ka 

(M-1s-1) 

kd 

(s-1) 

KD 

(M) 

KA 

(M-1) 

PDGF-BB/ PDGFRβ-Fc5 6.E+7 1.E-3 2.E-11 6.E+10 

Ejemplo 19: Medición de las constantes de velocidad de disociación para la interacción de antagonistas del 
receptor-ββββ de PDGF humano con el receptor-ββββ de PDGF humano mediante resonancia de plasmón superficial 
(Biacore) 

Se evaluaron antagonistas de PDGFR-β humano para su afinidad de unión a human PDGFR-β reflejada en sus 10 
constantes de velocidad de disociación usando resonancia de plasmón superficial. Se midieron las constantes de 
velocidad de disociación para la interacción de antagonistas de PDGFR-β con el PDGFR-β mediante resonancia de 
plasmón superficial. La constante de velocidad de disociación (kd (s

-1)) es un valor que refleja la estabilidad de este 
complejo. Es independiente de la concentración y por lo tanto adecuado para seleccionar y clasificar muestras con 
concentraciones desconocidas. 15 

Materiales y procedimientos 

Se completó una serie de experimentos para medir la afinidad de unión de los antagonistas de PDGFR-β a PDGFR-
β. Los estudios de cinética y afinidad de unión se realizaron en un sistema Biacore T-100™ (GE Healthcare, 
Piscataway, NJ). Los procedimientos se programaron usando el Software de control Biacore T100™, v 1.1.1. Para 
capturar una molécula PDGFR-β-Fc5, se inmovilizó de forma covalente anticuerpo de cabra anti-IgG humana Fc-20 
gamma (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) en un chip sensor CM5 usando química de acoplamiento de 
amina (EDC:NHS) hasta una densidad de aproximadamente 10.000 RU. Después del procedimiento de 
inmovilización, los sitios activos restantes en la celda de flujo se bloquearon con etanolamina. La proteína unida de 
forma no específica se retiró lavando con NaOH 50 mM. El PDGFRβ se diluyó hasta 100 nM y después se inyectó 
en esta superficie a un caudal de 10 ul/min durante 2 minutos para capturar aproximadamente 500RU. 25 

Se diluyeron 1:3 los sobrenadantes de antagonista de PDGFR-β humano (seleccionados a partir de la exploración 
de la biblioteca de fagos Dyax) en tampón de procesamiento y se inyectaron sobre la superficie y se dejó que se 
unieran específicamente al PDGFR-β Fc5 capturado sobre el chip sensor con un tiempo de asociación de 5 minutos 
y un tiempo de disociación de 5 minutos. Se realizaron inyecciones duplicadas de PDGF-BB y un anticuerpo 
monoclonal anti-PDGFR-β (ZymoGenetics) como controles positivos. También se preparó una celda de flujo de 30 
control inmovilizando anticuerpo de cabra anti-IgG humana Fc-gamma hasta una densidad de aproximadamente 
10.000 RU. En lugar de Fab contra PDGFR-β, se inyectó tampón sobre esta superficie seguido de inyecciones de 
antagonistas de PDGFR-β. Los estudios de unión cinética se realizaron con un caudal de 30 ul/min. Todos los 
experimentos de unión se realizaron a 25 ºC en un tampón de procesamiento de HEPES 10 mM, NaCl 500 mM, 
EDTA 3 mM tensioactivo P20 al 0,05 %, 1 mg/ml de albúmina sérica bovina, pH 7,4. También se realizaron 35 
inyecciones de tampón para permitir la sustracción del ruido y la desviación del instrumento. Entre ciclos, la celda de 
flujo se lavó con glicina 10 mM, pH 1,75 para retirar el PDGFR-β Fc5 unido. 

Los datos se compilaron usando el software de evaluación Biacore T100™ (versión 1.1.1). Los datos se procesaron 
sustrayendo las inyecciones en la celda de flujo de referencia y de blanco. La estabilidad basal se evaluó para 
asegurar que la etapa de regeneración proporcionaba una superficie de unión consistente en toda la secuencia de 40 
inyecciones. Como las concentraciones de partida de los antagonistas de PDGFR-β eran desconocidas, las curvas 
de unión resultantes se ajustaron de forma global a un modelo de unión de disociación 1:1 para calcular las 
constantes de velocidad de disociación (kd(s

-1)). Este modelo no depende de la concentración del antagonista. 

Resultados 

Se determinó el análisis de la velocidad de disociación de antagonistas de PDGFR-β para PDGFR-β Fc5. Las curvas 45 
de unión resultantes se ajustan bien al modelo de disociación 1:1. Las concentraciones de partida de los 
antagonistas de PDGFR-β eran desconocidas, por lo tanto se presentaron solamente las constantes de velocidad de 
disociación (kd (s

-1)) ya que kd es independiente de la concentración. Las constantes de velocidad de disociación 
calculadas se clasificaron desde la más lenta hasta la más rápida. En estas condiciones de ensayo, los antagonistas 
de PDGFR-β presentan un gran intervalo de constantes de velocidad de disociación (1.E-6 - 2.E-2 (s-1)) para su 50 
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interacción con PDGFR-β Fc5 (véase la Tabla 16). Por motivos de comparación, la kd de la interacción PDGF-BB - 
PDGFR-β fue de aproximadamente 1.E-3 s-1 y la interacción anticuerpo monoclonal anti-PDGFR-β - PDGFR-β fue de 
aproximadamente 2.E-4 s-1. 

Tabla 16: Constantes de velocidad de disociación para la interacción de antagonistas de PDGFR-β con 
PDGFR-β Fc5 

scFv y controles Velocidad de disociación [kd (s-1)] 

162.6262 IgG 2.E-04 

162.6262 Fab 9.E-04 

c597.1_2 4.E-04 

c613.1_1 3.E-04 

c624.1_1 4.E-04 

c973 5.E-04 

c972 3.E-06 

c1035 4.E-05 

c1014 4.E-05 

c949 2.E-04 

c1226 3.E-05 

c947 5.E-04 

c951 7.E-04 

c971 3.E-04 

c1244 2.E-06 

c993 1.E-04 

c975 6.E-04 

c946 5.E-04 

c941 1.E-04 

c1245 3.E-06 

c939 6.E-04 

c1318 1.E-06 

Ejemplo 20: Clonación y expresión de células BHK 570 con un elemento de respuesta en suero indicador de 
luciferasa 5 

Se transfectaron células BHK 570 (ATCC, Manassas, VA) en placas de cultivo tisular de 100 x 20 mm (Falcon, 
Colorado Springs, CO) con 10 ug de ADN plasmídico KZ67 que contenía un elemento de respuesta en suero, un 
indicador de luciferasa, y resistencia a G418 (ZymoGenetics, Inc) usando lipofectamina (Invitrogen, Carlsbad, CA) de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de 48 horas, se retiraron las células con tripsina (Gibco 
Laboratories, Grand Island, NY) y se sembraron en placas de 100 x 20 mm en medio de cultivo (DMEM (Gibco), 10 
suero bovino fetal al 10 % (FBS), L-glutamina 2 mM y piruvato sódico 1 mM más 500 ug/ml de Geneticina (Gibco) 
para seleccionar los transfectantes estables, y se mantuvieron en este medio. Después de aproximadamente una 
semana, se retiraron las células estables con tripsina, se contaron en un hemacitómetro, y se añadieron a placas de 
fondo plano de 96 pocillos (Falcon) a una densidad de una célula por pocillo en un volumen de 100 ul de medio de 
cultivo más Geneticina. Después de una semana de cultivo, los pocillos se valoraron para colonias individuales bajo 15 
un microscopio. Después de cultivo adicional, las células se retiraron con tripsina y se transfirieron a una nueva 
placa de 96 pocillos y se dejaron llegar a confluencia. Las células se retiraron con 25 ul de tripsina y se re-
suspendieron en 75 ul de medio de cultivo. Se hicieron tres placas replicadas, cada una con 30 ul de la mezcla 
celular. Dos placas eran blancas sólidas de 96 pocillos (Coming Costar, Coming, NY) para un ensayo de luciferasa y 
una era una placa transparente de 96 pocillos (Falcon) para la recuperación de clones positivos. El siguiente día se 20 
remplazó el medio en las placas blancas con medio sin suero. Después de privar de suero a las células durante dos 
días se indujo una placa con medio reciente que contenía FBS al 20 % en un volumen de 100 ul y se añadió medio 
sin suero a la otra placa para determinar la respuesta basal. Después de incubar a 37 ºC y CO2 al 5 % durante 
cuatro horas, se realizó un ensayo de luciferasa con reactivos de luciferasa EI500 de Promega (Madison, WI) de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las placas se leyeron en un luminómetro Berthold LB96V-2R (Oak 25 
Ridge, TN). Se calculó el factor de inducción dividiendo la señal de los pocillos con suero por aquellos sin suero. Los 
clones positivos se aumentaron en escala de la placa transparente y se volvieron a ensayar por ensayo de 
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luciferasa. Las células se sembraron en placas blancas de 96 pocillos a 10.000 células por pocillo en FBS al 1 % y 
se realizó un ensayo de luciferasa dos días después con una respuesta a dosis de FBS. 

Ejemplo 21: Clonación y expresión de células BHK 570 KZ67 E10.2 B3 con PDGFRβ humano y de macaco 
cynomolgus 

Se transfectaron células BHK 570 KZ67 E10.2 B3 (véase anteriormente) como se ha descrito anteriormente con 5 
PDGFRβ humano en plásmido pzp9 que contenía un gen de resistencia a DHFR (ZymoGenetics, Inc) o PDGFR de 
macaco cynomolgus en plásmido pzMP43 que contenía un gen de resistencia a zeocina (ZymoGenetics, Inc). La 
clonación y los ensayos de luciferasa se realizaron como anteriormente excepto en que se usó metotrexato 250 nM 
(Calbiochem, San Diego, CA) para seleccionar los transfectantes humanos y se usaron 200 ug/ml de zeocina 
(Invitrogen) para los transfectantes de macaco cynomolgus. PDGF BB (ZymoGenetics, Inc) a una concentración de 10 
10 ng/ml en medio de ensayo (DMEM, albumina sérica bovina al 0,5 % (Gibco), L-glutamina 2 mM, piruvato sódico 1 
mM, y HEPES 25 mM) se usó para la inducción inicial de clones a partir de placas de 96 pocillos. El posterior 
análisis sobre clones aumentados a escala se realizó con una respuesta a dosis de PDGF BB de 100 a 0,01 ng/ml 
en medio de ensayo. 

Ejemplo 22: Identificación de sFab y scFv neutralizantes contra PDGFRβ usando un ensayo basado en 15 
Luminex para determinar la fosforilación de PDGFRβ en pericitos 

Para seleccionar un scFv neutralizante contra PDGFRβ humano se realizó un ensayo basado en Luminex. El ensayo 
detecta la cantidad de PDGFRβ fosforilado que está presente en lisados celulares. Se sembraron pericitos 
vasculares de cerebro humano (ScienCell Research, San Diego, CA) en placas de fondo plano de 96 pocillos 
(Falcon, Colorado Springs, CO) a una densidad de 7.500 células por pocillo en un volumen de 100 ul en medio 20 
completo (medio de pericitos (PM) ScienCell más suplementos ScienCell de suero bovino fetal, suplemento de 
cultivo de pericitos, y penicilina-estreptomicina) a 37°C y CO2 al 5 %. En el día dos se cambió el medio a ScienCell 
PM sin suplementos y se privó de suero durante 24 horas. En el día tres se retiró el medio de las células y se 
añadieron los scFv diluidos en serie y el anticuerpo monoclonal de control contra PDGFRβ (ZymoGenetics, Inc., 
anticuerpo de ratón anti-humano, E9899) en medio de ensayo (ScienCell PM. y albumina sérica bovina al 0,5 %) en 25 
un volumen de 50 ul y se incubaron durante 60 minutos a 37 ºC y CO2 al 5 %. Se añadió PDGF BB (ZymoGenetics, 
Inc.) en 50 ul a concentración 2X para dar una concentración final de 0,44 nM (CE80 concentración eficaz al 80 por 
ciento) y se incubaron durante 10 minutos a 37 ºC y CO2 al 5 %. 

Las células después se lavaron con tampón de lavado celular Bio-Plex, se lisaron con solución de lisis de acuerdo 
con las directrices del fabricante (BioRad, Hercules, CA), y los sobrenadantes celulares se congelaron a -20 ºC. Para 30 
descongelar los sobrenadantes celulares, se añadieron perlas fosfo-PDGFRβ 1x y se incubaron a temperatura 
ambiente en un agitador durante 18 h. Se añadieron anticuerpos de detección a las perlas lavadas y se incubaron a 
temperatura ambiente en un agitador durante 30 minutos, y después se incubó estreptavidina-PE con las perlas a 
temperatura ambiente durante 15 minutos. Las perlas se re-suspendieron en tampón de re-suspensión Bio-Plex y se 
analizaron en un lector de serie Bio-Plex (Bio-Rad Laboratories). 35 

Resultados: los scFv, Fab y BiAb mostraron potente neutralización de la fosforilación de PDGFR inducida por PDGF-
BB como se muestra por los bajos valores nM de CI50 en las siguientes Tablas 17 y 18. 

Tabla 17: Actividad de neutralización de scFv y Fab Anti-PDGFRβ en ensayo basado en Luminex-usando 
pericitos 

scFv, Fab y controles CI50 (nM) de fosforilación 

162.6262 IgG 0,05-0,2 

162.6262 Fab 8,0-28,0 

c597.1_2 3,66 

c613.1_1 8,3 

c624.1_1 6,8 

c973 13,26 

c972 0,60 

c1035 0,45 

c1014 0,01 

c949 1,1 

c1226 0,02 

c947 3 

c951 5,2 
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(continuación) 

scFv, Fab y controles CI50 (nM) de fosforilación 

c971 16,37 

c1244 0,62 

c993 0,1 

c975 5,02 

c946 14,66 

c941 0,11 

c1245 3,06 

c939 31,87 

c1318 5,76 

 

Tabla 18: Actividad de neutralización de BiAb Anti-PDGFRβ en ensayo basado en Luminex usando pericitos 

IgG y BiAb CI50 (nM) de fosforilación 

c597.1_1 0,13 

c613.1_2 0,45 

c600.1_1 0,15 

A2100F (c868) 0,04 

A2097F (c870) 0,38 

A2099F (c1039) 0,27 

A2101F (c1081) 0,1 

A2098F (c1092) 0,17 

A2096F (c1111) 0,29 

c597.1 1 (A2104) 0,22 

162.6262/bevacizumab Biab 0,03 

Ejemplo 23: Identificación de sFab y scFv neutralizantes contra PDGFRβ usando un ensayo de proliferación 
de pericitos inducida por PDGF-BB 

Para seleccionar moléculas candidatas (scFv, Fab) para su capacidad de neutralizar la proliferación inducida por 
activación de PDGF-BB del PDGFRβ humano, se ejecutó un ensayo de 3H-timidina. El ensayo mide la cantidad de 5 
nucleótido radiomarcado incorporado en el ADN de células proliferantes. Se sembraron pericitos vasculares de 
cerebro humano (HBVP; ScienCell Research, San Diego, CA) en placas de fondo plano de 96 pocillos (Falcon, 
Colorado Springs, CO) a una densidad de 500 células/pocillo en 150 µl de medio completo (medio de pericitos (PM) 
ScienCell más suplementos ScienCell de suero bovino fetal, suplemento de cultivo de pericitos, y penicilina-
estreptomicina) a 37°C en CO2 al 5 %. Después de 24-48 horas, se remplazó con medio completo DMEM-F12 (1:1) 10 
con insulina-transferrina-selenio 1x (medio sin suero, SFM; Invitrogen, Carlsbad, CA) y las células se incubaron 
como anteriormente durante 18-24 horas adicionales. Las moléculas neutralizantes de PDGFRβ (scFv, Fab), un 
anticuerpo monoclonal de control contra PDGFRβ (ZymoGenetics, Inc. E9899), o el fragmento Fab del anticuerpo 
monoclonal E9899 (ZymoGenetics, Inc.) se diluyeron en serie 1:4 de 2000 nM a 0,02 nM en SFM presencia de un 
nivel constante de PDGF-BB humano (0,4nM, CE80, concentración eficaz al 80 %, ZymoGenetics, Inc. A493F). Se 15 
incubaron células privadas de suero con 150ml de SFM, PDGF-BB 0,4 nM en SFM, o las moléculas aPDGFRβ 
tituladas con PDGF-BB 0,4 nM en SFM. Después 18-24 horas, se añadió 1 µCi de 3H-timidina (Amersham) a cada 
pocillo y las células se incubaron de forma normal durante 3-6 horas. Las células se recogieron en placas de filtro y 
se determinó la incorporación de 3H-timidina usando una máquina Packard Topcount. 

Resultados: los scFv, Fab, y BiAb mostraron potente neutralización de la proliferación de pericitos inducida por 20 
PDGF-BB como se muestra por los bajos valores nM de CI50 en las siguientes Tablas 19 y 20. 
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Tabla 19: Actividad de neutralización de scFv Anti-PDGFRβ en ensayo de proliferación de pericitos 

scFv y controles CI50 (nM) de proliferación 

162.6262 IgG 0,05-3 

162.6262 Fab 20-80 

c597.1_2 109,1 

c613.1_1 6,63 

c624.1_1 Inactivo 

c973 38,5 

c972 0,004 

c1035 33,73 

c1014 NC* 

c949 30,46 

c1226 NC 

c947 82,74 

c951 65,13 

c971 Inactivo 

c1244 NC 

c993 NC 

c975 4,02 

c946 142 

c941 12,69 

c1245 NC 

c939 36,74 

c1318 NC 

*NC = No calculable 

 

Tabla 20: Actividad de neutralización de IgG y BiAb Anti-PDGFRβ en ensayo de proliferación de pericitos 

IgG y BiAb CI50 (nM) de proliferación 

c597.1_1 0,51 

c613.1 2 ND 

c600.1_1 0,73 

A2100F (c868) 3,16 

A2097F (c870) 1,25 

A2099F (c1039) 1,69 

A2101F (c1081) 2,18 

A2098F (c1092) 1,1 

A2096F (c1111) 0,9 

c597.1_1 (A2104) 2,5 

162.6262/bevacizumab Biab 3,3 

Ejemplo 24: Clonación de PDGFRβ de longitud completa a partir de macacos cynomolgus 

Se clonó PDGFRβ de macaco cynomolgus (CnPDGFRβ) por PCR usando una polimerasa termoestable de alta 
fidelidad (PFU Ultra, Stratagene Corp. La Jolla Ca.). Basándose en la información de secuencia disponible del UCSC 5 
Genome Browser para PDGFRβ de chimpancé y humano, se designaron los oligonucleótidos 58399 
(AGGACTTCCTGGAGGGGGTGA; SEC ID Nº 489) y 58400 (GAGCTTCAGGCAGGGCAGGGT; SEC ID Nº 490) 
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para amplificar la fase de lectura abierta del gen de cynomolgus a partir de una biblioteca de ADNc de bazo de 
cynomolgus del propio laboratorio. Los productos de PCR de múltiples reacciones de PCR se clonaron en PCR4 TO 
(Invitrogen corp. Carlsbad, CA) para comparaciones de secuencia. Se obtuvo una secuencia consenso de 
nucleótidos (SEC ID Nº 491) de 16 clones. 

Ejemplo 25: Ensayo de Luminex para determinar la reactividad cruzada de scFv contra PDGFRβ con el 5 
receptor PDGFRβ de cynomolgus 

Para explorar la reactividad cruzada de scFv contra PDGFRβ humano, se realizó un ensayo basado en Luminex. El 
ensayo detecta la cantidad de PDGFRβ fosforilado que está presente en lisados celulares. Se sembraron células 
cutáneas de macaco cynomolgus (células CYNOM-K1), (European Collection of Cell Cultures, Wiltshire, R.U.) en 
placas de fondo plano de 96 pocillos (Falcon, Colorado Springs, CO) a una densidad de 7.500 células por pocillo en 10 
un volumen de 100 ul en medio completo (MEM de Earle, suero bovino fetal (FBS) al 10 %, L-glutamina 2 mM, 
aminoácidos no esenciales al 1 %) durante un día a 37 ºC y CO2 al 5 %. En el día dos las células se cambiaron a 
medio sin FBS y se privaron de suero durante 24 horas. En el día tres se retiró el medio de las células y se 
añadieron los scFv diluidos en serie y el anticuerpo monoclonal de control contra PDGFRβ (ZymoGenetics, Inc. 
E9899) en medio de ensayo (MEM más albumina sérica bovina al 0,5 % y HEPES 25 mM) en un volumen de 50 ul y 15 
se incubaron durante 60 minutos a 37 ºC y CO2 al 5 %, se añadió PDGF BB (ZymoGenetics, Inc.) en 50 ul a 
concentración 2X para dar una concentración final de 0,33 nM (CE80, concentración eficaz al 80 por ciento) y se 
incubaron durante 10 minutos a 37 ºC y CO2 al 5 %. 

Las células después se lavaron con tampón de lavado celular Bio-Plex, se lisaron con solución de lisis de acuerdo 
con las directrices del fabricante (BioRad, Hercules, CA), y los sobrenadantes celulares se congelaron a -20 ºC. Para 20 
descongelar los sobrenadantes celulares, se añadieron perlas fosfo- PDGFRβ 1x y se incubaron a temperatura 
ambiente en un agitador durante 18 h. Se añadieron anticuerpos de detección a las perlas lavadas y se incubaron a 
una temperatura ambiente en un agitador durante 30 minutos, y después se incubó estreptavidina-PE con las perlas 
a temperatura ambiente durante 15 minutos. Las perlas se re-suspendieron en tampón de re-suspensión Bio-Plex y 
se analizaron en un lector de serie Bio-Plex (Bio-Rad Laboratories). 25 

Resultados: los scFv, Fab, e IgG mostraron potente neutralización de la fosforilación de PDGFR inducida por PDGF-
BB como se muestra por los bajos valores nM de CI50 en la siguiente Tabla 21. 

Tabla 21: Actividad de neutralización de IgG, scFv, o Fab Anti-PDGFRβ en ensayo basado en Luminex 
usando células CYNOM-K1 

Anticuerpo IgG, scFv, o Fab CI50 (nM) de fosforilación 

c597.1_1 IgG <0,1 

c613.1_2 IgG 1,4 

c600.1_1 IgG 0,1 

162.6262 IgG sin efecto 

163.3111 IgG <0,1 

c613.1_1 Fab 10 

c1035 scFv 0,2 

c949 scFv 0,7 

c941 scFv <0,1 

Ejemplo 26: Ensayo Luminex para determinar la reactividad cruzada de scFv anti-PDGFRβ con PDGFRβ de 
ratón 

Para explorar la reactividad cruzada de scFv contra PDGFRβ humano, se realizó un ensayo basado en Luminex. El 30 
ensayo detecta la cantidad de PDGFRβ fosforilado que está presente en lisados celulares. Se sembraron 
fibroblastos embrionarios murinos (3T3-Swiss albino, Swiss; American Type Culture Collection, Manassas, VA) en 
placas de fondo plano de 96 pocillos (Falcon, Colorado Springs, CO) a una densidad de 1.000 células por pocillo en 
un volumen de 100 ul en medio completo (medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suero bovino fetal 
(FBS) al 5 %) y se incubaron a 37 ºC en CO2 al 5 %. Después de 24-48 horas, se remplazó el medio completo con 35 
medio DMEM-F12 (1:1) con insulina-transferrina-selenio 1x (medio sin suero, SFM; Invitrogen, Carlsbad, CA) y las 
células se incubaron como anteriormente durante 18-24 horas adicionales. Las moléculas neutralizantes de 
PDGFRβ (scFv, Fab), un anticuerpo monoclonal de control contra PDGFRβ (ZymoGenetics, Inc. E9899), o el 
fragmento Fab del anticuerpo monoclonal E9899 (ZymoGenetics, Inc.) se diluyeron en serie 1:4 de 2000 nM a 0,02 
nM en SFM. Se incubaron células privadas de suero con 150 µl de SFM o las moléculas aPDGFRβ tituladas en SFM 40 
durante 1 hora a 37 ºC en CO2 al 5 %. Las células después se pulsaron con 50 µl de PDGF-BB 1,6 nM 
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(ZymoGenetics, Inc.; concentración final 0,4 nM, CE80, concentración eficaz al 80 %) durante 10 minutos a 37° C en 
CO2 al 5 %. Se incluyeron pocillos de control sin estimulación con PDGF-BB. Las células después se lavaron con 
tampón de lavado celular Bio-Plex y se lisaron en tampón de lisis suministrado en el kit de ensayo de acuerdo con 
las directrices del fabricante (BioRad, Hercules, CA), y los sobrenadantes celulares se congelaron a -20 ºC. Para 
descongelar los sobrenadantes celulares, se añadieron perlas fosfo-PDGFRβ 1x y se incubaron a temperatura 5 
ambiente en un agitador durante 18 horas. Se añadió anticuerpo de detección a las perlas lavadas y se incubaron a 
temperatura ambiente en un agitador durante 30 minutos, y después se incubó estreptavidina-PE con las perlas a 
temperatura ambiente durante 15 minutos. Las perlas se re-suspendieron en tampón de re-suspensión Bio-Plex y se 
analizaron en un lector de serie Bio-Plex (Bio-Rad Laboratories). 

Ejemplo 27: Ensayo de internalización basado en inmunofluorescencia para medir el efecto de antagonistas 10 
de PDGFRβ/VEGFA sobre la internalización del receptor 

Material y procedimientos 

Se sembraron pericitos vasculares de cerebro humano (HBVP) de bajo pase (ScienCell Research, San Diego, CA) a 
sub-confluencia en 4 portaobjetos de vidrio Lab-Tek II (Nº catálogo 154917 Nalge Nunc, Naperville, IL) a un volumen 
de 500 ul/portaobjeto en medio completo (medio de pericitos (PM) ScienCell más suplementos ScienCell de suero 15 
bovino fetal, suplemento de cultivo de pericitos, y penicilina-estreptomicina). Los portaobjetos se incubaron a 37 ºC y 
CO2 al 5 % durante 1-2 días hasta que alcanzaron una confluencia de aproximadamente el 75 %. La unión de los 
antagonistas de PDGFRβ/VEGFA y el anticuerpo de control se hace a 4 ºC, de modo que todos los portaobjetos se 
colocan en hielo y se lavan una vez con DMEM frío + BSA al 0,1 %. Los antagonistas de PDGFRβ/VEGFA y el 
anticuerpo de ensayo se diluyen después a 1 ug/ml en tampón de unión que consta de DMEM + BSA al 3 % y 20 
tampón HEPES. Cada portaobjetos se configura de modo que están designados dos antagonistas, un anticuerpo de 
control y un pocillo de control para el anticuerpo secundario solamente para cada portaobjetos de vidrio. Se añaden 
500 ul/pocillo de antagonistas, control, o medio solamente a cada portaobjetos. Después de una hora de incubación, 
se fija el portaobjetos T0 lavando con PBS frío una vez y añadiendo 1 ml/pocillo de solución de paraformaldehído. 
Este portaobjetos T0 mide la expresión del receptor sobre la superficie celular y los portaobjetos incubados a 37 ºC 25 
miden la internalización del receptor en el tiempo. Los portaobjetos restantes se ponen en la incubadora a 37 ºC y se 
retiran y fijan de un modo similar a los treinta minutos, noventa minutos, cuatro horas y seis horas como puntos 
temporales. Todos los portaobjetos se mantienen en hielo después de la fijación. Una vez que se han fijado todos 
los portaobjetos, se lavan una vez con PBS y se permeabilizan durante dos minutos con MetOH a -20 ºC. Los 
portaobjetos se lavan de nuevo con PBS frío. Desde ese momento en adelante la tinción se hace a temperatura 30 
ambiente. Los portaobjetos se incuban a temperatura ambiente durante cinco minutos en glicina 50 mM preparada 
en PBS. La glicina se retira y se elimina por lavado con PBS, y los portaobjetos se bloquean con suero de cabra 
normal al 10 % en PBS (NºS-1000, Vector Labs, Inc. Burlingame, CA), 500 ul/pocillo durante treinta minutos. 
Después de la etapa de bloqueo, se añaden 500 ul/pocillo de los anticuerpos secundarios a cada pocillo. Se diluyen 
anticuerpo de cabra anti-ratón Alexafluor 488 (Nº Cat. A 11029, Molecular Probes, Eugene, OR), o anticuerpo de 35 
cabra anti-humano Alexafluor 488 (Nº Cat. A 11013, Molecular Probes, Eugene, OR) 1:150 en tampón de lavado que 
consta de PBS + Tween 20 al 0,1 % y BSA al 0,1 %. Los portaobjetos se incuban en la oscuridad a temperatura 
ambiente durante cuarenta y cinco minutos. Cada portaobjetos se lava tres veces impregnando en PBS durante 5 
minutos a temperatura ambiente. Se añade una gota de medio de montaje Vectashield con tinción DAPI a cada 
cámara (Nº Cat. H-1200, Vector Labs, Inc., Burlingame Calif.) y los portaobjetos se cubren y examinan bajo el 40 
microscopio fluorescente. Se usa el software Metavue para visualizar el perfil de tinción de dos colores. 

Ejemplo 28: Ensayo de unión a FcRn para medir la unión de antagonistas de PDGFRβ/VEGF-A a FcRn con 
pH 6,0 y pH 7,4 

Materiales y procedimientos 

Se preparan dos placas con antagonistas de PDGFRβ/VEGFA y anticuerpos de control: una para lavado a pH 6,0 y 45 
otra para lavado a pH 7,4. Día 1: se recubren dos placas de elisa de 96 pocillos Nunc Maxisorp (nº cat. 44-2404) con 
300 ng/pocillo de NeutrAvidina (Pierce Chemical Co. nº cat. 31000) preparada en NaHCO3 100 mM, pH 9,3. Las 
placas se incuban a 4 ºC durante una noche. Día 2: las placas se lavan 5 veces con Tween-20 al 0,1 %/PBS (PBST). 
Las placas después se bloquean con 25 ul/pocillo de tampón de bloqueo que contiene NaCl al 0,8 %, KCl al 0,02 %, 
Na2HPO4 al 0,102 %, KH2PO4 al 0,02 %, BSA al 1 %, polisorbato al 0,05 %, Proclin 300 al 0,05 % pH 7,2, durante 50 
una hora a temperatura ambiente. Las placas después se lavan 2 veces con PBST. Cada pocillo después se recubre 
con 150 ng de proteína FCRN biotinilada (producida en el propio laboratorio) diluida en PBST + BSA al 1 %. Las 
placas se incuban a temperatura ambiente durante una hora. Se diluyen los antagonistas de PDGFRβ/VEGFA y los 
anticuerpos de control (Herceptin, por ejemplo) en NaPO4 100 mM, Tween 20 al 0,05 % (v/v), + BSA al 0,1 % 
ajustado a pH 6,0 (tampón de pH 6,0) a concentraciones que varían de 150 nM a 0,07 nM. Las muestras se ensayan 55 
por duplicado a un volumen de 50 ul/pocillo de cada concentración. El tampón de pH 6,0 se ejecuta solamente como 
control para determinar los niveles de fondo en cada placa. Las placas se incuban a temperatura ambiente durante 
dos horas. Después de la etapa de unión, cada placa se lava en tampones diferentes: una placa se lava con 250 
ul/pocillo de tampón de pH 6,0, y una placa se lava con 250 ul/pocillo de NaPO4 100 m, Tween 20 al 0,05 % (v/v), 
BSA al 0,1 % ajustado a pH 7,4 (tampón de pH 7,4). Las placas se incuban en tampones de lavado a temperatura 60 
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ambiente durante un total de una hora con una etapa de lavado realizada cada veinte minutos. Después de las 
etapas de lavado, el anticuerpo unido se detecta con 100 ul/pocillo de anticuerpo secundario de cabra específico 
anti-fragmento Fc gamma de IgG F(ab)2 humana conjugado con HRP (Jackson Immunoresearch Nº cat. 109-036-
098). El anticuerpo secundario se diluye 1:5.000 en el tampón de pH 6,0, y la incubación se hace durante una hora a 
temperatura ambiente. Las placas después se lavan 5 veces con PBST. Finalmente, se añaden 100 ul de TMB 5 
(TMBW-1000-01, BioFX Laboratories) a cada pocillo, y las placas se revelan a temperatura ambiente durante 
aproximadamente tres minutos. En este punto, se añaden 100 ul/pocillo de tampón de parada (STPR-100-01, BioFX 
Laboratories) para detener la reacción. Las placas se leen en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 
450/570 nm. Se examinan los valores de DO para comparar los patrones de unión a pH 6,0 y los patrones de 
liberación a pH 7,4. 10 

Ejemplo 29: Construcción del panel de moléculas biespecíficas anti- PDGFRβ/VEGF-A 

A. Resumen 

Los formatos de construcción de expresión a modo de ejemplo para una molécula biespecífica anti-PDGFRβ/VEGF-
A incluyen FvFc de cadena sencilla en tándem (tascFvFc), biFvFc de cadena sencilla (biscFvFc), y biAb. Las 
definiciones de estos formatos moleculares son las siguientes: un tascFvFc tiene dos scFv uno junto a otro 15 
conectados por un lazo y fusionados directamente a un Fc. Un biscFvFc tiene tanto un scFv amino-terminal como 
uno carboxilo-terminal fusionados a un Fc con el extremo carboxilo-terminal conectado mediante un enlazador. 
Tanto los tascFvFc como los biscFvFc, para los propósitos de este ejemplo, tienen un Fc sin función efectora (Fc5) 
(SEC ID Nº 492). Un biAb es una inmunoglobulina completa con un scFv carboxilo-terminal conectado mediante un 
enlazador. En el caso de biAb descritos en este ejemplo, la cadena pesada usada era gamma1 humana sin función 20 
efectora (IgG1.1) y las regiones constantes de cadena ligera eran kappa. Estas moléculas se muestran en la Figura 
2. 

Para los propósitos de describir moléculas Fv de cadena sencilla en tándem, un lazo se define como un polipéptido 
que conecta dos Fv de cadena sencilla y el enlazador se refiere al polipéptido que conecta los dos dominios 
variables que comprenden un Fv de cadena sencilla y a cualquier polipéptido que una un scFv con un Fc o cadena 25 
pesada de inmunoglobulina. La secuencia enlazadora usada en las moléculas scFv descritas en este ejemplo es 
(G4S)5 (SEC ID Nº 494). La secuencia lazo usada para tascFvFc es normalmente (G4S)2 (SEC ID Nº 496). El 
enlazador carboxilo-terminal usado para conectar los scFv a Fc en el formato bisc y biAb es el mismo que la 
secuencia lazo para los tascFvFc. Las secuencias scFv se fusionaron a Fc5, una forma modificada de Fc gamma1 
humana que es un efector menos para los biscFvFc. Las secuencias scFv se fusionaron a IgG1.1, una 30 
inmunoglobulina gamma humana completa sin función efectora para los biAb. 

Construcción de FvFc de cadena sencilla en tándem 

Los fragmentos de PCR Fv de cadena sencilla se construyen cada uno solapando dos fragmentos de PCR, uno para 
cada una de las regiones pesada variable y ligera variable con la región de solapamiento interna en el enlazador de 
25 monómeros (G4S)5. 35 

Los dos fragmentos de PCR se generan, uno para cada scFv y se ensamblan en scFv en tándem por el siguiente 
procedimiento: El scFv en el extremo 5' tiene una oligosecuencia que solapa la secuencia señal 26-. 10 VH de ratón 
y con la región lazo entre los dos scFv. El scFv 3' tiene una oligosecuencia que solapa el lazo y el compañero de 
fusión Fc5. Cada fragmento scFv se ensambla por PCR. Los fragmentos scFv se ensamblan en un scFv en tándem 
y se insertan en el sitio NotI de pZMP31-ms 26-10VH-Fc5 por recombinación de levaduras como se describe a 40 
continuación. 

Las condiciones de reacción de amplificación por PCR son las siguientes: 1 ciclo, 95 ºC, 2 minutos; 30 ciclos, 95 ºC, 
15 segundos, seguido por 55 ºC, 30 segundos, seguido por 68 ºC, 1 minuto por kb. La mezcla de reacción de PCR 
se procesa en un gel de agarosa al 1 % y el fragmento de ADN correspondiente al tamaño esperado se extrae del 
gel usando el kit de purificación de ADN de PCR GE Healthcare Illustra GFX™ y Gel Band (Reino Unido). 45 

Los ADNc se clonan en el vector pZMP31-ms 26-10VH-Fc5 (SEC ID Nº 648) para FvFc de cadena sencilla en 
tándem (tascFv-Fc) por recombinación de levaduras. El vector pZMP31-ms 26-10VH-Fc5 se obtiene de pZMP31 
(SEC ID Nº 647) mediante la adición de la secuencia señal 26-10 VH de ratón y Fc5 con un sitio de restricción NotI 
entre medias para la inserción de ADNc. pZMP31 es un vector de expresión de mamífero que contiene un casete de 
expresión que tiene el potenciador CMV/promotor MPSV quimérico, un sitio EcoRI para la linealización para la 50 
inserción de ADNc, un sitio de entrada interno del ribosoma de poliovirus (IRES), un ADNc DHFR, el terminador 
SV40, un origen de replicación de E. coli, y los genes URA3 y CEN-ARS de S. cerevisiae. Este vector se obtiene de 
pZMP21 (patente de Estados Unidos 7.262.025). 

Antes de la recombinación en levaduras con los fragmentos de PCR extraídos del gel, el plásmido pZMP31-ms 26-
10VH-Fc5 se dirigiere con NotI. Se combinan 100 µl de levadura electrocompetente (S. cerevisiae SF838-9D, URA-) 55 
con aproximadamente 12 µl de cada fragmento de PCR extraído del gel y aproximadamente 100 ng de vector 
pZMP31-ms 26-10VH-Fc5 digerido con NotI. La mezcla se transfiere a una cubeta de electroporación de 0,2 cm. La 
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mezcla de levadura/ADN se electropulsa usando una fuente de alimentación (BioRad Laboratories, Hercules, CA) 
con la configuración de 0,75 kV (5 kV/cm), ∞ ohm, y 25 µF. Se añaden seiscientos µl de sorbitol 1,2 M a la cubeta, y 
la levadura se siembra en alícuotas de 300 ml en dos placas URA-D y se incuban a 30 ºC. después de 
aproximadamente 72 horas, los transformantes de levadura Ura+ de una única placa se re-suspenden en 1 ml de 
H2O y se centrifugan brevemente para sedimentar las células de levadura. El sedimento celular se re-suspende en 5 
0,5 ml de tampón de lisis (Triton X-100 al 2 %, SDS al 1 %, NaCl 100 mM, Tris 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM). Los 
500 µl de la mezcla de lisis se añaden a un tubo Eppendorf que contiene 250 µl de perlas de vidrio lavadas con 
ácido y 300 µl de fenol-cloroformo, se agita con vórtice durante 3 minutos, y se centrifuga durante 5 minutos en una 
centrífuga Eppendorf a velocidad máxima. Se transfieren trescientos µl de la fase acuosa a un tubo nuevo, y se 
precipita el ADN con 600 µl de etanol, seguido por centrifugación durante 30 minutos a velocidad máxima. El tubo se 10 
decanta y se lava el sedimento con 1 ml de etanol al 70 %. El tubo se decanta y se re-suspende el sedimento de 
ADN en 10 µl de agua. 

La transformación de las células huésped E. coli electrocompetentes (DH10B, Invitrogen, Carlsbad, CA) se hace 
usando 1 µl de la preparación de ADN de levadura y 20 µl de células E. coli. Las células se electropulsan a 2,0 kV, 
25 µF, y 400 ohm. Después de la electroporación, se añade 1 ml de SOC (Triptona  Bacto™ al 2 % (Difco, Detroit, 15 
MI), extracto de levadura al 0,5 % (Difco), NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM, MgCl2 10 mM, MgSO4 10 mM, glucosa 20 mM) 
y las células se siembran en alícuotas de 50 µl y 200 µl en dos placas LB AMP (caldo LB (Lennox), agar Bacto™ al 
1,8 % (Difco), 100 mg/l de ampicilina). 

El plásmido se extrae de seis clones de E. coli para cada construcción, se somete a análisis de secuencia y se 
selecciona un clon que contenga la secuencia correcta para uso adicional. El ADN plasmídico a gran escala se aísla 20 
usando un kit disponible en el mercado (Kit QIAGEN Plasmid Mega, Qiagen, Valencia, CA) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. 

A. Construcción de BiAb 

1. Panel de BiAb inicial 

Se construyeron fragmentos de PCR Fv de cadena sencilla cada uno solapando dos fragmentos de PCR, uno para 25 
cada una de las regiones pesada variable y ligera variable con la región de solapamiento interna en el enlazador de 
25 monómeros (G4S)5. 

a. Conversión de Fab en IgG 

Se amplificó la secuencia c597 Fab por PCR a partir de la construcción de presentación pMID usando los cebadores 
zc60375 (SEC ID Nº 645) y zc60376 (SEC ID Nº 646) en las siguientes condiciones: 1 ciclo, 95 ºC, 2 minutos; 25 30 
ciclos, 95 ºC, 30 segundos, seguido por 50 ºC, 30 segundos, seguido por 68 ºC, 90 segundos; 1 ciclo, 68 ºC, 5 
minutos. La reacción de PCR se purificó usando un kit de purificación de PCR QIAquick (QIAGEN) seguido por 
digestión con ApaLI y NheI (New England Biolabs), incubado a 37 ºC durante una noche. La reacción de digestión se 
procesó en un gel de agarosa al 1,2 % (Invitrogen) y el fragmento de ADN de 1,1 kb se extrajo del gel usando el kit 
de extracción de gel QIAquick (QIAGEN). 35 

El fragmento se ligó en pRH laz (Dyax) fosfatado (Promega) cortado con ApaLI y AheI usando ADN ligasa T4 (NEB), 
incubando una noche a 16 ºC, seguido por inactivación por calor durante 10 minutos a 65 ºC. La reacción de 
ligamiento se precipitó con NaOAc/etanol y se re-suspendió en 20 ul H2O. 

Se transformaron 50 µl de células DH5α competentes (Invitrogen) con 4 µl del ligamiento mediante choque térmico 
según el protocolo del fabricante, después se sembraron en placas de agar (2xYT, glucosa al 2 %, 100 ug/ml de 40 
Ampicilina) y se cultivaron durante una noche a 37 ºC. 

El plásmido se preparó a partir de una única colonia usando el kit QIAprep Spin Miniprep de QIAGEN, después se 
digirió secuencialmente con AscI y MfeI; cada digestión seguida por purificación con el kit de purificación de PCR 
QIAquick. El fragmento de ADN de 6,9 kb se fosfató (Promega), se procesó en un gel de agarosa al 1,2 % 
(Invitrogen) y se extrajo del gel usando el kit de extracción de gel QIAquick. 45 

Se realizó una reacción de ligamiento que contenía este vector intermedio y un fragmento de 692 pb que se había 
digerido anteriormente de pShuttle (Dyax) usando AscI y MfeI (NEB) purificado después con el kit de purificación de 
PCR QIAquick como se ha descrito anteriormente. 

La reacción de ligamiento se precipitó con NaOAc/etanol y se re-suspendió en 20 µl H2O. 

Se transformaron 75 µl de células DH5α competentes (Invitrogen) con 2 µl del ligamiento mediante choque térmico 50 
según el protocolo del fabricante, después se sembraron en placas de agar (2xYT, glucosa al 2 %, 100 ug/ml de 
Ampicilina) y se cultivaron durante una noche a 37 ºC. 

El plásmido se aisló de 4 colonias usando el kit QIAprep Spin Miniprep y se sometieron a análisis de secuencia. Se 
seleccionó un único clon que contenía la secuencia correcta para preparación a gran escala de ADN plasmídico (kit 
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EndoFree Plasmid Maxi, QIAGEN). 

b. Inserción de scFv C-terminal 

El plásmido de inmunoglobulina gamma c597.1/pRHIaz (fase de lectura abierta mostrada en las SEC ID Nº 536 y 
SEC ID Nº 509) ya contenía el anticuerpo anti-PDGFRβ y se linealizó en el extremo 3' de la cadena pesada para 
insertar los Fv de cadena sencilla anti-VEGF-A: c1111.1 contenido en la SEC ID Nº 495, c870.1 contenido en la SEC 5 
ID Nº 497, , c1092.1 contenido en la SEC ID Nº 499, 1039.1 contenido en la SEC ID Nº 501, c868.1 contenido en la 
SEC ID Nº 503, y c1081.1 contenido en la SEC ID Nº 505. Se generaron dos fragmentos de PCR para añadir los 
scFv carboxilo-terminales y se unieron juntos mediante PCR de solapamiento. La primera PCR usó un 
oligonucleótido 5' que solapaba con el sitio BsrGI en la región Fc de inmunoglobulina gamma I y el oligo 3' solapaba 
con el enlazador (G4S)2. El segundo fragmento de PCR usó un oligonucleótido 5' que solapaba en la región del 10 
enlazador (G4S)2 y contenía el fragmento scFv. El oligonucleótido 3' solapaba con el sitio BclI en la estructura del 
vector. 

Las condiciones de reacción de amplificación por PCR fueron las siguientes: 1 ciclo, 95°C, 2 minutos; 30 ciclos, 
95°C, 15 segundos, seguido por 55°C, 30 segundos, seguido por 68°C, 1 minuto por kb. La mezcla de reacción de 
PCR se procesó en un gel de agarosa al 1 % y el fragmento de ADN correspondiente al tamaño esperado se extrajo 15 
del gel usando el kit de purificación de ADN de PCR y de bandas de gel GE Healthcare Illustra GFX™ (Reino 
Unido). 

Los fragmentos de PCR generados por la PCR de solapamiento se digirieron con BsrGI y BclI. Los fragmentos se 
ligaron en inmunoglobulina gamma1 c597.1/pRHIaz (una estructura de vector Dyax comercial) que se había digerido 
anteriormente con las mismas enzimas, usando ADN ligasa T4 (Invitrogen, Carlsbad, CA). Los ligamientos se 20 
incubaron durante una noche a 16 ºC y se trataron con calor durante 10 minutos a 65 ºC. 

La transformación de células huésped E. coli químicamente competentes (DH10B-T1, Invitrogen, Carlsbad, CA) se 
realizó usando 1 µl de la preparación de ADN ligado y 20 µl de células E. coli. Las células se transformaron de 
acuerdo con el manual del producto y después se colocaron en alícuotas de 50 µl y 200µl en dos placas LB AMP 
(caldo LB (Lennox), Agar Bacto™ al 1.8 % (Difco), 100 mg/l de ampicilina). 25 

El plásmido se preparó a partir de cuatro colonias por construcción y se sometió a análisis de secuencia. Se 
seleccionó al menos un clon que contenía la secuencia correcta para su uso adicional. Se aisló ADN plasmídico a 
gran escala usando un kit disponible en el mercado (Kit QIAGEN Plasmid Mega, Qiagen, Valencia, CA) de acuerdo 
con las instrucciones del fabricante. 

Los cebadores oligonucleotídicos y moldes para la construcción de cada biAb se resumen en la Tabla 22. 30 

Tabla 22: Construcción de BiAb - cadena pesada con scFv* C-Terminal 

MVC Nº/ SEC ID Nº: Nucleótidos/ 
SEC ID Nº: Polipéptido** 

Nº zc de cebadores 
oligonucleotídicos 

IgG1 

molde 

(MVC376) 

Nº zc de cebadores 
oligonucleotídicos 

ID del 

grupo 

molde 

MVC Nº 334/ SEC ID Nº:511/SEC 
ID Nº:512 

5'=56959 (SEC ID 

Nº:523) 

3'=60566 (SEC ID 
Nº:525) 

IgG1 

SEC ID 
Nº:509 

5'=60525 (SEC ID 
Nº:524) 

3'=61084 (SEC ID 
Nº:526) 

c1111.1 

SEC ID 
Nº:497 

MVC Nº 335/ SEC ID Nº:513/SEC 
ID Nº:54 

5'=56959 (SEC ID 

Nº:523) 

3'=60566 (SEC ID 
Nº:525) 

IgG1 

SEC ID 
Nº:509 

5'=60525 (SEC ID 
Nº:524) 

3'=61085 (SEC ID 
Nº:527) 

c870.1 

SEC ID 
Nº:499 

MVC Nº 336/ SEC ID Nº:515/SEC 
ID Nº:516 

5'=56959 (SEC ID 

Nº:523) 

3'=60566 (SEC ID 
Nº:525) 

IgG 1 

SEC ID 
Nº:509 

5'=60525 (SEC ID 

Nº:524) 

3'=61086 (SEC ID 
Nº:528) 

c1092.1 

SEC ID 
Nº:501 
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(continuación) 

MVC Nº/ SEC ID Nº: Nucleótidos/ 
SEC ID Nº: Polipéptido** 

Nº zc de cebadores 
oligonucleotídicos 

IgG1 

molde 

(MVC376) 

Nº zc de cebadores 
oligonucleotídicos 

ID del 

grupo 

molde 

MVC Nº 337/ SEC ID Nº:517/SEC 

ID Nº:518 

5'=56959 (SEC ID 

Nº:523) 

3'=60566 (SEC ID 
Nº:525) 

IgG1 

SEC ID 
Nº:509 

5'=60525 (SEC ID 
Nº:524) 

3'=61086 (SEC ID 
Nº:528) 

c1039.1 

SEC ID 
Nº:503 

MVC Nº 338/ SEC ID Nº:519/SEC 

ID Nº:520 

5'=56959 (SEC ID 

Nº:523) 

3'=60566 (SEC ID 
Nº:525) 

IgG 1 

SEC ID 
Nº:509 

5'=61089 (SEC ID 
Nº:530) 

3'=61087 (SEC ID 
Nº:529) 

c868.1 

SEC ID 
Nº:505 

MVC Nº 339/ SEC ID Nº:52 1/SEC 

ID Nº:522 

5'=56959 (SEC ID 

Nº:523) 

3'=60566 (SEC ID 
Nº:525) 

IgG 1 

SEC ID 
Nº:509 

5'=60525 (SEC ID 

Nº:524) 

3'=61086 (SEC ID 
Nº:528) 

c1081.1 

SEC ID 
Nº:507 

* Todos los biAb tienen la misma secuencia de cadena ligera c597.1 (secuencias nucleotídicas y polipeptídicas 
mostradas en las SEC ID Nº:536 y 537, respectivamente). La secuencia señal del componente de cadena ligera  
c597.1 de los biAb corresponde a los aminoácidos 1-19 de la SEC ID Nº:537 (codificada por los nucleótidos 1-57 de 
la SEC ID Nº:536). 
** Las construcciones MVC Nº 334-339 son IgG 1 humana de tipo silvestre (que comprende la región variable de 
cadena pesada de c597) con un scFv carboxilo-terminal conectado mediante un enlazador. La secuencia señal del 
componente IgG1-scFv corresponde a los aminoácidos 1-19 de la SEC ID Nº indicada del polipéptido 
(correspondiente a los nucleótidos 1-57 de la SEC ID Nº indicada de nucleótidos). 

2. Segundo panel de BiAb 

Se construyeron de fragmentos de PCR de Fv de cadena sencilla cada uno solapando dos fragmentos de PCR, uno 
para cada una de las regiones pesada variable y ligera variable con la región de solapamiento interna en el 
enlazador de 25 monómeros (G4S)5. 

a. Conversión de Fab en IgG 5 

Para cada uno de los Fab c597 y c600, se amplificó la secuencia Fab por PCR a partir de la construcción de 
presentación pMID usando los cebadores zc60375 (SEC ID Nº 645) y zc60376 (SEC ID Nº 646) en las siguientes 
condiciones: 1 ciclo, 95°C, 2 minutos; 25 ciclos, 95°C, 30 segundos, seguido por 50°C, 30 segundos, seguido por 
68°C, 90 segundos; 1 ciclo, 68°C, 5 minutos. La reacción de PCR se purificó usando un kit de purificación de PCR 
QIAquick (QIAGEN) seguido por digestión con ApaLI y NheI (New England Biolabs), incubada a 37°C durante toda 10 
la noche. La reacción de digestión se procesó en un gel de agarosa al 1,2 % (Invitrogen) y el fragmento de ADN de 
1,1 kb se extrajo del gel usando el kit de extracción de gel QIAquick (QIAGEN). 

El fragmento se ligó en pRHIaz (Dyax) fosfatado (Promega) cortado con ApaLI y NheI usando ADN ligasa T4 (NEB), 
incubando durante una noche a 16 °C, seguido por inactivación por calor durante 10 minutos a 65°C. La reacción de 
ligamiento se precipitó en NaOAc/etanol y se re-suspendió en 20 ul H2O. 15 

Se transformaron 50 µl de células competentes DH5α (Invitrogen) con 4 µl del ligamiento mediante choque térmico 
según el protocolo del fabricante, después se sembraron en placas de agar (2xYT, glucosa al 2 %, 100 ug/ml de 
Ampicilina) y se cultivaron durante una noche a 37 ºC. 

El plásmido se preparó a partir de una única colonia usando el kit QIAGEN QIAprep Spin Miniprep, después se 
digirió secuencialmente con AscI y MfeI; cada digestión seguida por purificación con el kit de purificación de PCR 20 
QIAquick. El fragmento de ADN de 6,9 kb se fosfató (Promega), se ejecutó en un gel de agarosa al 1,2 % 
(Invitrogen) y se extrajo del gel usando el kit de extracción de gel QIAquick. 
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Se realizó una reacción de ligamiento que contenía este vector intermedio y un fragmento de 692 pb que se había 
digerido anteriormente de pShuttle (Dyax) usando AscI y MfeI (NEB) purificado después con el kit de purificación de 
PCR QIAquick como se ha descrito anteriormente. 

La reacción de ligamiento se precipitó en NaOAc/etanol y se re-suspendió en 20 µl de H2O. 

Se transformaron 75 µl de células competentes DH5α (Invitrogen) con 2 µl del ligamiento mediante choque térmico 5 
según el protocolo del fabricante, después se sembraron en placas de agar (2xYT, glucosa al 2 %, 100 ug/ml de 
Ampicilina) y se cultivaron durante una noche a 37 ºC. 

El plásmido se aisló de 4 colonias usando el kit QIAprep Spin Miniprep y se sometió a análisis de secuencia. Se 
seleccionó un único clon que contenía la secuencia correcta para preparación de ADN plasmídico a gran escala (kit 
EndoFree Plasmid Maxi, QIAGEN). 10 

b. Inserción de scFv C-terminal 

Los plásmidos de inmunoglobulina gamma 1 c597.1/pRHIaz (fase de lectura abierta mostrada en las SEC ID Nº 536 
y SEC ID Nº 509) o de inmunoglobulina gamma 1 c600.11/pRH Iaz (fase de lectura abierta mostrada en las SEC ID 
Nº 613 y SEC ID Nº 615) ya contenían el anticuerpo anti-PDGFRβ y se linealizaron en el extremo 5' de la cadena 
pesada en el sitio NheI para insertar los Fv de cadena sencilla anti-VEGFA: c868.1 contenido en la SEC ID Nº 607, 15 
c870.1 contenido en la SEC ID Nº 609, 1039.1 contenido en la SEC ID Nº 611. Se generaron dos fragmentos de 
PCR para añadir el scFv carboxilo-terminal y se unieron juntos mediante PCR de solapamiento. La primera PCR usó 
oligonucleótido 5' que solapaba con el sitio NheI en la inmunoglobulina gamma 1 para hacer que la región Fc de la 
inmunoglobulina gamma 1.1 (SEC ID Nº 641) y el oligo 3' solaparan en el enlazador (G4S)2. El segundo fragmento 
de PCR usó un oligonucleótido 5' que solapaba con la región enlazadora (G4S)2 y contenía el fragmento scFv. El 20 
oligonucleótido 3' solapaba con el sitio BclI en la estructura del vector. Las condiciones de reacción de amplificación 
por PCR fueron las siguientes: 1 ciclo, 95°C, 2 minutos; 30 ciclos, 95°C, 15 segundos, seguido por 55°C, 30 
segundos, seguido por 68°C, 1 minuto por kb. La mezcla de reacción de PCR se procesó en un gel de agarosa al 1 
% y el fragmento de ADN correspondiente al tamaño esperado se extrajo del gel usando el kit de purificación de 
ADN de PCR y de banda de gel GE Healthcare Illustra GFX™ (Reino Unido). 25 

Los fragmentos de PCR generados por PCR de solapamiento se digirieron con NheI y BclI. Los fragmentos se 
ligaron en inmunoglobulina gamma 1 c597.1/pRH1 laz o inmunoglobulina gamma 1 c600.1/pRH1az (una estructura 
de vector Dyax comercial) que se había digerido anteriormente con las mismas enzimas, usando ADN ligasa T4 
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Los ligamientos se incubaron durante una hora a temperatura ambiente y se trataron con 
calor durante 10 minutos a 65 ºC. 30 

La trasformación de células huésped E. coli químicamente competentes (DH10B-T1, Invitrogen, Carlsbad, CA) se 
realizó usando 1 µl de la preparación de ADN ligado y 20 µl de células E. coli. Las células se transformaron de 
acuerdo con el manual del producto y después se colocaron en alícuotas de 50 µl y 200 µl en dos placas LB AMP 
(caldo LB (Lennox), agar Bacto™ al 1,8 % (Difco), 100 mg/l de ampicilina). 

El plásmido se preparó a partir de cuatro colonias por construcción y se sometió a análisis de secuencia. Se 35 
seleccionó al menos un clon que contenía la secuencia correcta para su uso adicional. Se aisló el ADN plasmídico a 
gran escala usando un kit disponible en el mercado (kit QIAGEN Plasmid Mega, Qiagen, Valencia, CA) de acuerdo 
con las instrucciones del fabricante. 

Los cebadores oligonucleotídicos y moldes para la construcción de cada biAb se resumen en la Tabla 23. 

Tabla 23: Construcción de BiAb – cadena pesada con scFv C-Terminal* 

MVC Nº/ SEC ID Nº: nucleótidos 
(cadena pesada de IgG) / SEC ID Nº: 
polipéptido** 

Nº zc de cebadores 
oligonucleotídicos 

IgG1.1 

molde 

Nº zc de cebadores 
oligonucleotídicos 

ID del 

grupo 

molde 

MVC Nº 486/ (c597.1) SEC ID Nº:629/ 

SEC ID Nº:630 

5'=62580 (SEC ID 

Nº:601) 

3'=60566 (SEC ID 
Nº:525) 

IgG1.1 (SEC 
ID Nº:641) 

5'=61089 (SEC ID 
Nº:530) 

3'=61087 (SEC ID 
Nº:529) 

c868.1 

SEC ID 
Nº:607 

40 
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(continuación) 

MVC Nº/ SEC ID Nº: nucleótidos 
(cadena pesada de IgG) / SEC ID Nº: 
polipéptido** 

Nº zc de cebadores 
oligonucleotídicos 

IgG1.1 

molde 

Nº zc de cebadores 
oligonucleotídicos 

ID del 

grupo 

molde 

MVC Nº 487/ (c597.1) SEC ID Nº:631/ 

SEC ID Nº:632 

5'=62580 (SEC ID 

Nº:601) 

3'=60566 (SEC ID 
Nº:525) 

IgG1.1 (SEC 
ID Nº:641) 

5'=60525 (SEC ID 
Nº:524) 

3'=62593 (SEC ID 
Nº:602) 

c870.1 

SEC ID 
Nº:609 

MVC Nº 488/ (c597.1) SEC ID Nº:633/ 
SEC ID Nº:634 

5'=62580 (SEC ID 
Nº:601) 

3'=60566 (SEC ID 
Nº:525) 

IgG1.1 (SEC 
ID 

Nº:641) 

5'=60525 (SEC ID 
Nº:524) 

3'=61086 (SEC ID 
Nº:528) 

c1039.1 

SEC ID 
Nº:611 

MVC Nº 489/ (c600.1) SEC ID Nº:635/ 

SEC ID Nº:636 

5'=62580 (SEC ID 

Nº:601) 

3'=60566 (SEC ID 
Nº:525) 

IgG1.1 (SEC 
ID Nº:641) 

5'=61089 (SEC ID 
Nº:530) 

3'=61087 (SEC ID 
Nº:529) 

c868.1 

SEC ID 
Nº:607 

MVC Nº 490/ (c600.1) SEC ID Nº:637/ 

SEC ID Nº:638 

5'=62580 (SEC ID 

Nº:60 1) 

3'=60566 (SEC ID 
Nº:525) 

IgG1.1 (SEC 
ID Nº:641) 

5'=60525 (SEC ID 
Nº:524) 

3'=62593 (SEC ID 
Nº:602) 

c870.1 

SEC ID 
Nº:609 

MVC Nº 491/ (c600.1) SEC ID Nº:639/ 
SEC ID Nº:640 

5'=62580 (SEC ID 
Nº:601) 

3'=60566 (SEC ID 
Nº:525) 

IgG1.1 (SEC 
ID 

Nº:641) 

5'=60525 (SEC ID 
Nº:524) 

3'=61086 (SEC ID 
Nº:528) 

c1039.1 

SEC ID 
Nº:611 

* Todos los biAb tienen la misma secuencia de cadena ligera (secuencias nucleotídicas y polipeptídicas mostradas 
en las SEC ID Nº:536 y 537, respectivamente, o en las SEC ID Nº: 613 y 614, respectivamente). La secuencia señal 
del componente de cadena ligera c597.1 o c600.1 de los biAb corresponde a los aminoácidos 1-19 de la SEC ID 
Nº:537 o SEQ ID NO:613 (codificada por los nucleótidos 1-57 de la SEC ID Nº:536 o SEC ID Nº:614). 
** Las construcciones MVC Nº 486-491 son IgG 1 humanas negativas en función efectora ("IgG 1.1") (que 
comprende la región variable de cadena pesada de c597 o c600, como se indica) con un scFv carboxilo-terminal 
conectado mediante un enlazador. La secuencia señal del componente IgG1.1-scFv corresponde a los aminoácidos 
1-19 de la SEC ID Nº indicada de polipéptido (correspondiente a los nucleótidos 1-57 de la SEC ID Nº indicada de 
nucleótidos) 

C. Construcción de Bi-FvFc de cadena sencilla (BiscFvFv) 

1. General 

Los fragmentos de PCR Fv de cadena sencilla se construyeron cada uno solapando dos fragmentos de PCR, uno 
para cada una de las regiones pesada variable y ligera variable con la región de solapamiento interna en el 5 
enlazador de 25 monómeros (G4S)5. 

Se generaron tres fragmentos de PCR para el ensamblaje de una molécula bi-FvFc de cadena sencilla (biscFvFc). 
El scFv en el extremo 5' tenía la secuencia señal de ratón 26-10 VH añadida mediante diseño de oligos y solapaba 
con la región 5' no traducida del vector y con la región Fc. El segundo fragmento de PCR constaba del fragmento 
Fc5, que solapaba con la secuencia enlazadora que conecta el scFv carboxilo-terminal con la región Fc. El scFv 3' 10 
solapaba con la secuencia enlazadora en el extremo carboxilo del Fc y el IRES de poliovirus (sitio interno de entrada 
del ribosoma). 
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Las condiciones de reacción de amplificación por PCR fueron las siguientes: : 1 ciclo, 95°C, 2 minutos; 30 ciclos, 
95°C, 15 segundos, seguido por 55°C, 30 segundos, seguido por 68°C, 1 minuto por kb. La mezcla de reacción de 
PCR se procesó en un gel de agarosa al 1 % y el fragmento de ADN correspondiente al tamaño esperado se extrajo 
del gel usando el kit de purificación de ADN de PCR y de bandas de gel GE Healthcare illustra GFX™ (Reino Unido). 

Los ADNc se clonaron en el vector pZMP31 por recombinación de levaduras. pZMP31 es un vector de expresión de 5 
mamífero que contiene un casete de expresión que tiene el potenciador CMV/promotor MPSV quimérico, un sitio 
EcoRI para la linealización para la inserción del ADNc, un sitio interno de entrada del ribosoma (IRES) de poliovirus, 
un ADNc de DHFR, el terminador SV40, un origen de replicación de E. coli, y los genes URA3 y CEN-ARS de S. 
cerevisiae. Este vector se obtuvo de pZMP21 (patente de Estados Unidos 7.262.025). 

Antes de la recombinación en levaduras con los fragmentos de PCR extraídos del gel, el plásmido pZMP31 se digirió 10 
con EcoRI. Se combinaron 100 µl de levaduras electrocompetentes (S. cerevisiae SF838-9D, URA-) con 
aproximadamente 12 µl de cada fragmento de PCR extraído del gel y aproximadamente 100 ng de pZMP31 digerido 
con EcoRI. La mezcla se transfirió a una cubeta de electroporación de 0,2 cm. La mezcla de levadura/ADN se 
electropulsó usando una fuente de alimentación (BioRad Laboratories, Hercules, CA) con la configuración de 0,75 
kV (5 kV/cm), ∞ ohm, y 25 µF. Se añadieron seiscientos µl de sorbitol 1,2 M a la cubeta, y las levaduras se 15 
sembraron en alícuotas de 300 µl en dos placas URA-D y se incubaron a 30 ºC. Después de aproximadamente 72 
horas, los transformantes de levadura Ura+ de una única placa se re-suspendieron en 1 ml de H2O y se 
centrifugaron brevemente para sedimentar las células de levadura. El sedimento celular se re-suspendió en 0,5 ml 
de tampón de lisis (Triton X-100 al 2 %, SDS al 1 %, NaCl 100 mM, Tris 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM). Los 500 µl de 
la mezcla de lisis se añadieron a un tubo Eppendorf que contenía 250 µl de perlas de vidrio lavadas en ácido y 300 20 
µl de fenol-cloroformo, se agitó con vórtice durante 3 minutos, y se centrifugó durante 5 minutos en una centrifuga 
Eppendorf a velocidad máxima. Se transfirieron 300 µl de la fase acuosa a un tubo nuevo, y el ADN se precipitó con 
600 µl de etanol, seguido por centrifugación durante 30 minutos a velocidad máxima. El tubo se decantó y se lavó el 
sedimento con 1 ml de etanol al 70 %. El tubo se decantó y el sedimento de ADN se re-suspendió en 10 µl de agua. 

La transformación de las células huésped E. coli electrocompetentes (DH10B, Invitrogen, Carlsbad, CA) se hizo 25 
usando 1 µl de la preparación de ADN de levadura y 20 µl de células E. coli. Las células se electropulsaron a 2,0 kV, 
25 µF, y 400 ohm. Después de la electroporación, se añadió 1 ml de SOC (Triptona Bacto™ al 2 % (Difco, Detroit, 
MI), extracto de levadura al 0,5 % (Difco), NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM, MgCl2 10 mM, MgSO4 10 mM, glucosa 20 mM) 
y las células se sembraron en alícuotas de 50 µl y 200 µl en dos placas LB AMP (caldo LB (Lennox), agar Bacto™ al 
1,8 % (Difco), 100 mg/l de ampicilina). 30 

El plásmido se extrajo de seis colonias de E. coli para cada construcción, se sometió a análisis de secuencia y se 
seleccionó un clon que contenía la secuencia correcta para su uso adicional. El ADN plasmídico a gran escala se 
aisló usando un kit disponible en el mercado (kit QIAGEN Plasmid Mega, Qiagen, Valencia, CA) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. 

2. Construcción de BiscFvFc c941/c868, c941/c870, 941/c1039, c1035/c868, c1035/c870, y c1035/c1039 35 

Se generaron tres fragmentos de PCR para el ensamblaje de una molécula bi-FvFc de cadena sencilla (biscFvFc). 
El scFv en el extremo 5' era c941.1 contenido en la SEC ID Nº 603 o c1035.1 contenido en la SEC ID Nº 605 y tenía 
la secuencia señal de ratón 26-10 VH añadida mediante diseño de oligos y solapaba con la región 5' no traducida del 
vector y con la región Fc. El segundo fragmento de PCR constaba del fragmento Fc5, que solapaba con la 
secuencia enlazadora que conecta el scFv carboxilo-terminal a la región Fc. El scFv 3' era c868.1 contenido en la 40 
SEC ID Nº 607, c870.1 contenido en la SEC ID Nº 609, ó 1039.1 contenido en la SEC ID Nº 611 y solapaba con la 
secuencia enlazadora en el extremo carboxilo del Fc y el IRES (sitio interno de entrada del ribosoma) de poliovirus. 
Los cebadores oligonucleotídicos y moldes para la construcción de cada biscFvFc se resumen en la Tabla 24. 
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Ejemplo 30: Expresión de moléculas tascFv y biscFv 

Se digieren cuatro réplicas de una alícuota de 100 µg de una construcción tasc o bisc con 100 unidades de Pvu I a 
37°C durante tres horas, se precipitan con IPA, y se centrifugan en un tubo de microfuga de 1,5 ml. El sobrenadante 
se retira por decantación de cada sedimento, se añade 1 ml de etanol al 70 % y después se deja incubar durante 5 
minutos a temperatura ambiente. Los tubos se centrifugan en una microfuga durante 5 minutos a 14.000 rpm y el 5 
sobrenadante se retira por decantación de los sedimentos. Cada sedimento se re-suspende en 500 µl de medio ZF1 
en un entorno estéril y se deja incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se centrifugan 5E6 a 1E7 
células 5xSA por réplica en cada uno de los cuatro tubos y se re-suspenden usando la solución de ADN-medio. 
Cada mezcla de ADN/célula se coloca en una cubeta con hueco de 0,4 cm y se somete a electroporación usando los 
siguientes parámetros: 950 µF, alta capacitancia, y 300 V. Los contenidos de las cubetas se retiran, combinan, 10 
diluyen en un matraz de agitación de 125 ml que contienen 25 ml de medio ZF1. El matraz se coloca en una 
incubadora sobre un agitador a 37 ºC, CO2 al 6 %, y se agita a 120 rpm. La línea celular después se somete a 
selección con metotrexato (MTX) y se expande a volúmenes mayores. 

La producción de cada molécula se consigue sembrando una línea celular seleccionada en un matraz de agitación 
de 3 l a 4E5 células/ml en 1500 ml de medio ZF1. La centrifugadora se centrifuga a 85 rpm durante 120 horas a 37 15 
ºC, y CO2 al 6 %, se recoge, se filtra a través de un filtro de 1,2 µm y uno de 0,2 µm, y se suministra para 
purificación. 

Ejemplo 31: Expresión de moléculas biAb 

Se digieren cuatro réplicas de una alícuota de 100 µg de ADN biab, compuesto por 50 µg de plásmido de cadena 
pesada y 50 µg de plásmido de cadena ligera de un par de construcciones de biAb, con 100 unidades de PvuI a 20 
37°C durante tres horas, se precipitan con IPA, y se centrifugan en un tubo de microfuga de 1,5 ml. El sobrenadante 
se retira por decantación de cada sedimento, se añade 1 ml de etanol al 70 % y después se deja incubar durante 5 
minutos a temperatura ambiente. Los tubos se centrifugan en una microfuga durante 5 minutos a 14.000 rpm y el 
sobrenadante se retira por decantación de los sedimentos. Cada sedimento se re-suspende en 500 µl de medio ZF1 
en un entorno estéril y se deja incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se centrifugan 5 x 106 a 1 x 107 25 
células 5xSA por réplica en cada uno de los cuatro tubos y se re-suspenden usando la solución de ADN-medio. 
Cada mezcla de ADN/célula se coloca en una cubeta con hueco de 0,4 cm y se somete a electroporación usando los 
siguientes parámetros: 950 µF, alta capacitancia, y 300 V. Los contenidos de las cubetas se retiran, combinan, 
diluyen en un matraz de agitación de 125 ml que contiene 25 ml de medio ZF1. El matraz se coloca en una 
incubadora sobre un agitador a 37 ºC, CO2 al 6 %, y se agita a 120 rpm. La línea celular después se somete a 30 
selección con metotrexato (MTX) y se expande a volúmenes mayores. 

La producción de un biab se consigue sembrando una línea celular seleccionada en un matraz de agitación de 3 l a 
4 x 105 células/ml en 1500 ml de medio ZF1. La centrifugadora se centrifuga a 85 rpm durante 120 horas a 37 ºC, y 
CO3 al 6 %, se recoge, se filtra a través de un filtro de 1,2 µm y uno de 0,2 µm, y se suministra para purificación. 

Ejemplo 32: Purificación de proteínas de fusión biespecíficas anti-PDGFRβ/VEGF de Fv de cadena sencilla-35 
Fc5 en tándem a partir de células 293 

Se producen proteínas de fusión biespecíficas recombinantes de Fv de cadena sencilla-Fc5 en tándem a partir de 
células 293 transfectadas que expresan la diana a > 2 mg/l. Las transfecciones en 293 se realizan usando 
procedimientos conocidos en la técnica. El medio condicionado se recoge, se filtra a esterilidad usando filtro de 0,2 
µm y se ajusta a pH 7,4. La proteína se purifica del medio filtrado usando una combinación de cromatografía de 40 
afinidad de proteína POROS® A50 (Applied Biosciences, Foster City, CA) y cromatografía por exclusión de tamaño 
Superdex 200 (GE Healthcare, Piscataway, NJ.). Se pre-eluye una columna POROS® A50 de 4 ml (10 mm x 50 
mm) con tres volúmenes de columna (VC) de citrato-fosfato 25 mM (citrato sódico 1,61 mM - fosfato sódico 23,4 
mM), tampón de sulfato de amonio 250 mM pH 3 y se equilibra con 20 VC de citrato-fosfato 25 mM, sulfato de 
amonio 250 mM pH 7,4. La carga directa de la columna a 1500 cm/h a 4 ºC captura las proteínas de fusión en el 45 
medio condicionado. Después de completarse la carga, la columna se lava con 10 VC de citrato-fosfato 25 mM, 
tampón de sulfato de amonio 250 mM pH 7,4 después de lo cual la proteína unida se eluye a 1500 cm/h con un 
gradiente de 5 VC de pH 7,4 a pH 3 formado usando los tampones citrato-fosfato-sulfato de amonio. Se recogen 
fracciones de 2,0 ml cada una en tubos que contienen 200 µl de Tris 2,0 M, pH 8,0 y se mezclan inmediatamente 
para neutralizar las proteínas eluidas. Las fracciones se combinan basándose en A280 y SDS-PAGE no reductor. 50 

La combinación que contiene la diana se concentra por ultrafiltración usando dispositivos de centrifugación Amicon 
Ultra-15 30K NWML (Millipore), hasta < 3 % del volumen de una columna Superdex 200 de tamaño apropiado. El 
concentrado se inyecta en la columna de exclusión de tamaño equilibrada en histidina 25 mM, NaCl 125 mM pH 6,8 
y se eluye de forma isocrática a 30 cm/h. Las fracciones que contienen la diana purificada se combinan basándose 
en A280 y SDS-PAGE, se filtran a través de un filtro de 0,2 µm y se congelan como alícuotas a -80 ºC. La 55 
concentración de la proteína purificada final se determina por absorción UV a 280 nm. 
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Análisis de proteínas de fusión purificadas de scFv-Fc5 en tándem 

Las proteínas recombinantes se analizan por SDS-PAGE (BisTris al 4-12 %, Invitrogen, Carlsbad, CA) con tinción de 
Coomassie R250 al 0,1 % para la proteína e inmunotransferencia con anti-IgG-HRP. La proteína purificada se 
somete a electroforesis y se transfiere a nitrocelulosa (0,2 µm; Invitrogen, Carlsbad, CA) usando el sistema de 
transferencia en seco iBlot™ (Invitrogen, Carlsbad, CA). Los filtros después se bloquean con leche en polvo 5 
desnatada al 10 % en Tris 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 nM, Igepal al 0,05 % (TBS) durante 15 minutos a 
temperatura ambiente. La nitrocelulosa se aclara rápidamente, y se añade el anticuerpo contra IgG-HRP (1:10.000). 
Las transferencias se incuban durante una noche a 4 ºC, con agitación suave. Después de la incubación, las 
transferencias se lavan cada una tres veces durante 10 minutos en TBS, y después se aclaran rápidamente en H2O. 
Las transferencias se revelan usando reactivos de sustrato quimioluminiscente disponibles en el mercado (Pierce 10 
SuperSignal), y la señal se captura usando el instrumento y software ImageQuant (GE Healthcare, Piscataway, NJ). 

Ejemplo 33: Ensayos in vitro para ensayar la actividad anti-angiogénica de antagonistas de PDGFRβ/VEGF-A 

Ensayo de migración de células endoteliales para medir la inhibición de la migración del antagonista de 

PDGFRβ/VEGFA 

Se siembran placas de inserción de 24 pocillos BD Biosciences Nº 354143 Angiogenesis System con HUVEC sub-15 
confluentes, de bajo pase (células endoteliales de la vena umbilical humana) adquiridas de Lonza, Rockland Inc., 
ME. La densidad de siembra es de 100.000 células/inserto en un volumen de 250 ul en DMEM + tampón hepes y 
medio BSA al 0,1 %. Todas las muestras de ensayo y control se procesan por triplicado. Después de la adición de 
las células al inserto superior, los pocillos de la placa se llenan con un volumen de 750 ul de soluciones de ensayo y 
controles. Los controles positivos son suero bovino fetal al 10 % y VEGFA (R&D Systems) a 0,1-50 ng/ml. El control 20 
negativo es DMEM + tampón hepes y BSA al 0,1 %. Las muestras de ensayo constan de concentraciones similares 
de VEGFA + antagonista de PDGFRβ/VEGFA a concentraciones variables. Las muestras de VEGFA (+/- 
antagonistas de PDGFRβ/VEGFA) pueden prepararse en bajas concentraciones de FBS. La placa de inserción se 
incuba a 37 ºC, CO2 al 5 %, durante 21-23 horas. Las HUVEC que han migrado se miden por marcaje con calceína, 
colorante fluorescente AM (Nº C3100MP, Molecular Probes). Se diluye caceína AM en solución salina básica de 25 
Hanks caliente, a 37 ºC a una concentración de 4 ug/ml. El colorante diluido se añade a cada pocillo de una nueva 
placa de 24 pocillos, 500 ul/pocillo. La inserción interna que contiene las células se retira de la placa original, y los 
contenidos se vuelcan en el fregadero, teniendo cuidado de no alterar las células que han migrado adheridas a la 
parte inferior de la inserción. Los insertos después se colocan en los pocillos que contienen el colorante calceína, y 
la placa completa se devuelve a la incubadora de 37 ºC, CO2 al 5 % durante 90 minutos. Las mediciones 30 
fluorescentes se leen desde la parte inferior usando el Cytofluor 4000 (Applied Bio-Systems) a longitudes de onda de 
excitación/emisión de 485/530 nm. Los datos se expresan como unidades fluorescentes relativas (UFR), o como 
factor de migración sobre los controles. 

Inhibición de crecimiento endotelial y de pericitos por antagonista de PDGFRβ/VEGF-A en un ensayo de brote en co-
cultivo in vitro 35 

A. Sumario 

Para ensayar la eficacia del antagonista biespecífico de PDGFRβ/VEGF-A, se estableció un sistema de co-cultivo in 
vitro de células endoteliales y pericitos como se ha descrito (Darland y col, Dev Biol 264 (2003), 275). En este co-
cultivo, se co-cultivan HUVEC recubiertas sobre perlas Cytodex con células madre mesenquimáticas humanas 
(Lonza) en presencia de medio completo EGM-2 y medio condicionado de fibroblastos D551 en gel de fibrina. Al 40 
inicio del experimento o en el Día 7 del experimento, se añaden 0,1-50 nM de antagonista de control, antagonista de 
PDGFRβ, antagonista de VEGF-A o antagonista de PDGFRβ/VEGF-A a los cultivos. Las células se fijan en el Día 8 
después de la adición de los antagonistas usando PFA. Las células después se tiñen por IHC usando anticuerpos 
anti-actina de células de músculo liso (aSMA) o anti-PECAM para identificar pericitos y células endoteliales 
respectivamente. En los pocillos con tratamiento con antagonista de control, estas células forman brotes de células 45 
endoteliales protegidos por una cobertura de pericitos. En células tratadas con antagonistas de VEGF-A, PDGFRβ, o 
PDGFRβ/VEGF-A, se reduce la cantidad de brotes y la longitud de los brotes lo que sugiere que el antagonista 
muestra eficacia en este modelo de co-cultivo in vitro. La eficacia de los antagonistas de PDGFRβ, o 
PDGFRβ/VEGF-A puede demostrarse adicionalmente por disociación de los pericitos de las células endoteliales. 

B. Diseño del estudio 50 

En el Día 1, se recubren perlas Cytodex-3 con HUVEC y se incuban durante una noche a 37 ºC, CO2 al 5 %. En el 
Día 2, se incluyen las perlas HUVEC (200 perlas/pocillo) en gel de fibrina junto con células madre mesenquimáticas 
humanas (hMSC) (40.000 células/pocillo) en pocillos de una placa de 24 pocillos. Se añade una mezcla 1:1 de 
medio completo EGM-2 y medio de fibroblastos D551 a estas células junto con 2 ng/ml de HGF. El medio se 
remplaza cada dos días hasta el final del experimento. Los antagonistas se añaden al cultivo en el Día 2 (desde el 55 
inicio del co-cultivo) o en el Día 7 (después de la formación del co-cultivo). Las células se fijan en PFA al 4 % 
durante una noche seis días después de la adición de antagonistas. Las células se tiñen con anticuerpos anti-
PECAM o anti-SMA seguido por anticuerpo secundario (conjugado fluorescente). Las células después se visionan 
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por microscopio y se cuentan manualmente las cantidades y longitudes de brotes para una serie representativa de 
10 perlas/pocillo. Los promedios para el pocillo se calculan posteriormente. 

En los pocillos con tratamiento con antagonista de control, estas células forman brotes de células endoteliales 
protegidos por una cobertura de pericitos. En células tratadas con antagonistas de VEGF-A, PDGFRβ, o 
PDGFRβ/VEGF-A, se reduce la cantidad de brotes y la longitud de los brotes lo que sugiere que el antagonista 5 
muestra eficacia en este modelo de co-cultivo in vitro. La eficacia de los antagonistas de PDGFRβ, o 
PDGFRβ/VEGF-A puede demostrarse adicionalmente por disociación de los pericitos de las células endoteliales. 

Ejemplo 34: Ensayo de membrana corioalantoidea (CAM) para la evaluación de antagonistas de 
PDGFRβ/VEGF-A in vitro 

Se rompieron huevos Leghorn blancos fertilizados de tres días de edad, y se colocaron cuidadosamente embriones 10 
de pollo con yemas intactas en 20 placas Petri de plástico de 100 mm. Después de seis días de incubación en CO2 
al 3 % a 37 ºC, se implanta un disco de metilcelulosa que contiene al menos dos moléculas PDGF/EGF (tales como 
VEGF-A y PDGF-BB) y un anticuerpo monoclonal de control o una sustancia de anticuerpo biespecífico, y/o 
complejos VEGFR solubles, secado sobre una malla de nailon (3x3 mm) en la CAM de embriones individuales para 
determinar la influencia del anticuerpo biespecífico sobre el desarrollo vascular y los usos potenciales del mismo 15 
para inhibir la formación vascular. Los discos de malla de nailon se preparan por desecación de 10 microlitros de 
metilcelulosa al 0,45 % (en H2O). Después de 4-5 días de incubación, se examinan los embriones y las CAM para la 
formación de nuevos vasos sanguíneos y vasos linfáticos en el campo del disco implantado por un estereoscopio. 
Se usan discos de metilcelulosa que contienen PBS como controles negativos. Los anticuerpos que reconocen 
moléculas de superficie celular de vasos tanto sanguíneos como linfáticos se usan para caracterizar adicionalmente 20 
los vasos. La inhibición de crecimiento de nuevos vasos sanguíneos en presencia de una composición de anticuerpo 
biespecífico con relación a un anticuerpo monoclonal de control indica eficacia de la composición de anticuerpo 
biespecífico para el tratamiento de trastornos asociados con angiogénesis. 

Ejemplo 35: Ensayo de córnea para la evaluación de antagonistas de PDGFRβ/VEGF-A in vivo 

Se crearon microbolsillos de córnea con una cuchilla de cataratas de von Graefe modificada en ambos ojos de 25 
ratones macho C57BL6/J de 5 a 6 semanas de edad o conejos blancos hembra New Zealand. Se recubrió un 
microgránulo (0,35 x 0,35 mm) de sulfato de sacarosa y aluminio (Bukh Meditec, Copenhague, Dinamarca) con 
polímero hydron tipo NCC (IFN Science, New Brunswick, NJ) que contenía diversas concentraciones de dos o más 
PDGF-BB/VEGF-A en solitario o en combinación con: i) factores que se sabe que modulan el crecimiento de los 
vasos (por ejemplo, 80 ng de FGF-2); ii) anticuerpo monoclonal específico para uno de los factores de crecimiento; o 30 
iii) una composición de anticuerpo biespecífico. El granulo se coloca a 0,6-0,8 mm del limbo. Después del implante, 
se aplica eritromicina/pomada oftálmica a los ojos. Los ojos se examinan mediante un biomicroscopio de lámpara de 
hendidura durante el transcurso de 3-12 días. Se mide la longitud de los vasos y la trayectoria en dirección horaria 
de la neovascularización circunferencial y la linfangiogénesis. Además, los ojos se cortan en secciones y se 
inmunotiñen para marcadores de vasos sanguíneos y/o linfáticos LYVE-1 (Prevo y col., J. Biol. Chem. 276: 19420-35 
19430, 2001), podoplanina (Breiteneder-Geleff y col., Am. J. Pathol. 154: 385-94, 1999) para caracterizar 
adicionalmente los vasos afectados. La inhibición del crecimiento de vasos en presencia de una composición de 
anticuerpo biespecífico con relación al anticuerpo de control indica eficacia de la composición de anticuerpo 
biespecífico para el tratamiento de trastornos asociados con la angiogénesis. 

Ejemplo 36: Modelo de rabdomiosarcoma A673 para la evaluación de la eficacia de antagonistas de 40 
PDGFRβ/VEGF-A contra el crecimiento tumoral 

Sumario 

Para ensayar si el antagonista biespecífico de PDGFRβ/VEGF-A tiene actividad sobre el crecimiento tumoral en 
ratones, se inyecta s.c. a grupos de ratones el tumor de rabdomiosarcoma A673 en el Día 0. Una vez que los 
tumores crecieron hasta 150-200 mm3, a los grupos de ratones (n=10/gp) se les inyecta después de 1 mg/kg a 30 45 
mg/kg de reactivo de control, antagonista de VEGF-A, antagonista de PDGFRβ o antagonista de PDGFRβ/VEGF-A 
1X-3X/semana durante 3 semanas. El volumen del tumor se controla 3X/semana durante 5 semanas. Tumores 
significativamente más pequeños en ratones a los que se ha inyectado antagonista de VEGF-A, antagonista de 
PDGFRβ, o antagonista de PDGFRβ/VEGF-A, en comparación con los ratones a los que se ha inyectado reactivo de 
control, indica eficacia del antagonista para la inhibición del crecimiento tumoral. También puede evaluarse la 50 
eficacia de un antagonista de PDGFRβ/VEGF-A sobre tratamientos individuales con antagonista de VEGF-A o 
antagonista de PDGFRβ en solitario. 

Diseño del estudio 

Se inyecta s.c. a ratones C.B-17 SCID hembra de ocho a diez semanas de edad (Charles River Laboratories) en el 
flanco derecho con 2 x 106 células A673 en el Día 0. Empezando con un tamaño de tumor de 150-200 mm3, se 55 
inyecta a los grupos de ratones (n=10/grupo) i.p. con 1 mg/kg a 30 mg/kg de reactivo de control, antagonista de 
VEGF-A, antagonista de PDGFRβ o antagonista de PDGFRβ/VEGF-A 1X-3X/semana durante 3 semanas. El 
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crecimiento del tumor se controla 3X/semana durante 5 semanas usando mediciones con calibre. El volumen del 
tumor se calcula usando la fórmula ½*(B)2*L (mm3). 

Ejemplo 37: Modelo de carcinoma pancreático BxPC3 para la evaluación de la eficacia de antagonistas de 
PDGFRβ/VEGF-A contra el crecimiento de tumores 

Sumario 5 

Para ensayar si el antagonista biespecífico de PDGFRβ/VEGF-A tiene actividad sobre el crecimiento de tumores en 
ratones, se inyectó s.c. a grupos de ratones el tumor pancreático BxPC3 en el Día 0. Una vez que los tumores 
crecen hasta 150-200 mm3, se inyecta entonces a los grupos de ratones (n=10/gp) de 1 mg/kg a 30 mg/kg de 
reactivo de control, antagonista de VEGF-A, antagonista de PDGFRβ o antagonista de PDGFRβ/VEGF-A 1X-
3X/semana durante 3 semanas. El volumen del tumor se controla 3X/semana durante 5 semanas. Tumores 10 
significativamente más pequeños en ratones inyectados con un antagonista de VEGF-A, antagonista de PDGFRβ, o 
antagonista de PDGFRβ/VEGF-A, en comparación con los ratones a los que se ha inyectado reactivo de control, 
indica eficacia del antagonista para la inhibición del crecimiento del tumor. También puede evaluarse la eficacia de 
un antagonista de PDGFRβ/VEGF-A sobre tratamientos individuales con antagonista de VEGF-A o antagonista de 
PDGFRβ en solitario. 15 

Diseño del estudio 

Se inyecta s.c. a ratones C.B-17 SCID hembra de ocho a diez semanas de edad (Charles River Laboratories) en el 
flanco derecho con 2 x 106 células BxPC-3 en el Día 0. Empezando con un tamaño de tumor de 150-200 mm3, se 
inyectó i.p. a los grupos de ratones (n=10/grupo) con 1 mg/kg a 30 mg/kg de reactivo de control, antagonista de 
VEGF-A, antagonista de PDGFRβ o antagonista de PDGFRβ/VEGF-A 1X-3X/semana durante 3 semanas. El 20 
crecimiento del tumor se controla 3X/semana durante 5 semanas usando mediciones con calibre. El volumen del 
tumor se calcula usando la fórmula ½*(B)2*L (mm3). 

Ejemplo 38: Modelo de neovascularización de la córnea (NT de la córnea) de enfermedad ocular para evaluar 
la eficacia de antagonistas de PDGFRβ/VEGF-A 

La neovascularización de la córnea es un modelo animal ampliamente usado que permite una clara visualización del 25 
crecimiento vascular anormal en el ojo. Los vasos que crecen en la córnea normalmente avascular, pueden llegar a 
quedar bien establecidos, haciendo de este un modelo atractivo para estudiar la regresión de los vasos. En este 
ejemplo, se demuestra la eficacia de un antagonista de PDGFRβ/VEGF-A usando el modelo de neovascularización 
de la córnea. Para inducir NV experimental de la córnea, se anestesian ratones C57BL/6 macho (18-20 g; Charles 
River, Wilmington, Mass.) con clorhidrato de ketamina (25 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg) intramuscular. Se aplica de 30 
forma tópica NaOH (2 µl de 0,2 mM). Se retiran la córnea y el epitelio limbal aplicando un movimiento rotatorio 
paralelo al limbo usando una cuchilla nº 21 (Feather, Osaka, Japón). Después de 7 días o 10 días (modelo de 
regresión), se tratan los ratones con inyecciones intraperitoneales de 1-25 mg/kg de reactivo de control, antagonista 
de VEGF-A, antagonista de PDGFRβ, o antagonista biespecífico de PDGFRβ/VEGF-A. En el día 14 o el día 20 
(modelo de regresión) después de la inducción de NV de la córnea, los ratones reciben 20 µg/g de lectina 35 
concanavalina A acoplada a fluoresceína-isotiocianato (Vector Laboratories, Burlingame, Calif.) por vía intravenosa 
tras estar profundamente anestesiados con clorhidrato de xilacina y clorhidrato de ketamina. Treinta minutos 
después, se enuclean los ojos de los ratones, y se montan en plano las córneas. La NV de la córnea se visualiza 
usando microscopía de fluorescencia y se cuantifica usando el software Openlab. El porcentaje de córnea cubierta 
por vasos se calcula como un porcentaje del área de córnea total. Los resultados demuestran la eficacia de los 40 
antagonistas de PDGFRβ/VEGF-A en relación al reactivo de control, o sobre tratamientos individuales con los 
antagonistas de PDGFRβ o VEGF-A en solitario. 

Ejemplo 39: Modelo de neovascularización de la córnea (NT de la córnea) de enfermedad ocular para evaluar 
la eficacia de antagonistas de PDGFRβ/VEGF-A contra degeneración macular relacionada con la edad (AMD) 

A menudo se usa CNV experimental como modelo para degeneración macular relacionada con la edad (AMD). En 45 
este modelo, los vasos de la coroide crecen a través de roturas en la membrana de Bruch y al interior de la retina, 
similar a lo observado en pacientes de AMD. Para inducir CNV experimental, se anestesian ratones C57BL/6 macho 
(18-20 g; Charles River, Wilmington, Mass.) con clorhidrato de ketamina (25 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg) 
intramuscular y se dilatan las pupilas con tropicamida al 1 %. Se generan cuatro quemaduras usando 
fotocoagulación con láser de diodo (tamaño de mancha de 75 µm, duración de 0,1 segundo, 90 mW, Oculight SL 50 
laser, IRIDEX, Mountain View, Calif.) y se desliza manualmente una cubierta tal como una lente de contacto. Las 
quemaduras se localizan en las posiciones 3, 6, 9, y 12 de un reloj del polo posterior de la retina. La producción de 
una burbuja en el momento del láser, que indica la ruptura de la membrana de Bruch, es un factor importante para 
obtener neovascularización coroidal, de modo que solamente ratones en que se produjo una burbuja para las cuatro 
quemaduras se incluyen en el estudio. Después de 7 días o 14 días (modelo de regresión), los ratones se tratan 55 
diariamente con la una inyección intraperitoneal de 1-25 ml/kg de reactivo de control, antagonista de VEGF-A, 
antagonista de PDGFRβ, o antagonista biespecífico de PDGFRβ/VEGF-A dos veces al día. Después de 7 días o 14 
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días (modelo de regresión) de tratamiento, se mide el área de lesiones de NV coroidal en coroides montada en plano 
teñidas con PECAM. Los montajes en plano se examinan por microscopía de fluorescencia y se cuantifican usando 
el software Openlab. Una disminución en el área de CNV en los ojos tratados con antagonista de PDGFRβ/VEGF-A, 
relativa al reactivo de control, indica que el antagonista biespecífico es un potente inhibidor de la neovascularización. 
La diminución en el área de CNV en los ojos tratados con antagonista de PDGFRβ/VEGF-A, relativa al antagonista 5 
de VEGF-A o el antagonista de PDGFRβ en solitario, indica eficacia del antagonista de PDGFRβ/VEGF-A sobre los 
tratamientos individuales. 

Ejemplo 40: Caracterización de antagonistas anti-receptor-β de Hu-PDGF 

Se realizaron experimentos de agrupamiento de epítopos para determinar cuáles de los antagonistas de PDGFRβ 
(scFv, Fab, huIgG, msIgG) son capaces de unirse simultáneamente a PDGFRβ humano. Los antagonistas de 10 
PDGFRβ que compiten por el mismo sitio de unión (epítopo) o uno solapante en el antígeno no son capaces de 
unirse simultáneamente y se agrupan funcionalmente en una única familia o "agrupamientos de epítopos". Los 
antagonistas de PDGFRβ que no compiten por el mismo sitio de unión en el antígeno son capaces de unirse 
simultáneamente y se agrupan en familias separadas o agrupamientos de epítopos. Se realizaron experimentos 
usando un instrumento Biacore 3000TM. El Biacore es solamente uno de diversos formatos de ensayo que se usan 15 
rutinariamente para asignar paneles de fragmentos de anticuerpo y anticuerpos monoclonales a agrupamientos de 
epítopos. Muchas referencias (por ejemplo, The Epitope Mapping Protocols, Methods in Molecular Biology, Volumen 
6,6 Glenn E. Morris ed.) describen procedimientos alternativos que pueden usarse para "agrupar" los fragmentos de 
anticuerpo y que se esperaría que proporcionaran datos comparables respecto a las características de unión de los 
antagonistas de PDGFRβ a PDGFRβ Fc5. Se realizaron experimentos de agrupamiento de epítopos con PDGFRβ-20 
Fc5 (SEC ID Nº 486). 

Materiales y procedimientos 

Se realizaron estudios de agrupamiento de epítopos en un sistema Biacore 3000® (GE Healthcare, Piscataway, NJ). 
Los procedimientos se programaron usando el software de control Biacore3000® v. 3.2. Se inmovilizó de forma 
covalente anticuerpo policlonal de cabra anti-IgG humana Fc-gamma (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West 25 
Grove, PA) en un chip sensor Biacore® CM5 usando química de acoplamiento de amina (EDC:NHS) a una densidad 
de 8.000 RU. Después del procedimiento de inmovilización, se bloquearon los sitios activos de la celda de flujo con 
etanolamina. La proteína unida de forma no específica se retiró por lavado con NaOH 50 mM. El antígeno PDGFRβ-
Fc5 y los antagonistas de PDGFRβ se diluyeron a 5 µg/ml. 

El PDGFRβ-Fc5 se capturó en la superficie anti-Fc humana a aproximadamente 250 RU. Esto estuvo seguido por 30 
bloqueo de los sitios de unión Fc no ocupados en el chip usando hu-IgG completa (Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, West Grove, PA). Se inyectó antagonista de PDGFRβ primario durante 120 segundos a 20 µl/min y se 
dejó que se uniera específicamente al PDGFRβ-Fc5 capturado al nivel de saturación. El instrumento BiacoreTM mide 
la masa de proteína unida al chip sensor y pueden verificarse para cada ciclo la unión tanto de PDGFRβ-Fc5 como 
del candidato de agrupamiento primario. Después de la unión del antagonista de PDGFRβ primario, se inyecta un 35 
antagonista de PDGFRβ secundario y se deja que se una a PDGFRβ-Fc5 que se captura sobre la superficie anti-Fc 
humana. 

Todos los experimentos de unión se realizaron a 25 ºC en un tampón de HEPES 10 mM, NaCl 500 mM, EDTA 3 
mM, tensioactivo P20 al 0,05 %, 0,01 mg/ml de albumina sérica bovina, pH 7,4. También se realizaron inyecciones 
de tampón para permitir la sustracción del ruido y la desviación del instrumento. Entre ciclos, se lavó la celda de flujo 40 
con glicina 10 mM, pH 1,75 para retirar el PDGFRβ-Fc5 unido. Los datos se compilan usando el software de 
evaluación Biacore 3000TM. 

Los resultados experimentales se interpretaron del siguiente modo. Si el antagonista de PDGFR-β secundario no era 
capaz de unirse al antígeno PDGFR-β-Fc5 simultáneamente con el antagonista primario, se agrupaba 
funcionalmente en una única familia o agrupación de epítopos. Sin embargo, si el antagonista de PDGFR-β 45 
secundario era capaz de unirse al antígeno simultáneamente con el antagonista primario mostrando un aumento en 
la masa sobre la superficie del chip se agrupaba en una familia diferente o agrupamiento de epítopos. Cada 
antagonista de PDGFR-β se ensayó frente a sí mismo como control negativo para establecer el nivel de señal de 
fondo (sin unión). 

Resultados 50 

Se caracterizaron y asignaron los antagonistas de PDGFR-β purificados en agrupamientos de epítopos (véase la 
Tabla 25). La señal (RU, unidades de respuesta) presentada por el Biacore está directamente correlacionada con la 
masa sobre la superficie del chip sensor. Una vez que el nivel de señal de fondo (RU) asociada con los controles 
negativos queda establecida (los mismos antagonistas de PDGFR-β usados como antagonista primario y 
secundario), se presentaron los resultados de agrupamiento como unión positiva o negativa. Unión positiva indica 55 
que dos antagonistas de PDGFR-β diferentes son capaces de unirse al antígeno simultáneamente. Unión negativa 
indica que dos antagonistas de PDGFR-β diferentes no son capaces de unirse al antígeno simultáneamente. 
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La diferencia entre valores de respuesta positivos y negativos en este experimento fue significativa y permitió una 
asignación inequívoca de los 8 antagonistas de PDGFR-β purificados en dos familias distintas o agrupamientos de 
epítopos. El primer agrupamiento de epítopos está representado por antagonistas de PDGFR-β producidos por los 
clones c941.1, c1035, c951.1, c975.1 (todos scFv), c597.1 (Fab), c600.1 (hIgG), y el anticuerpo monoclonal murino 
anti-PDGFR-β humano 163.3.1.1.1. El segundo agrupamiento de epítopos está representado por el anticuerpo 5 
monoclonal murino anti-PDGFR-β humano 162.6.2.6.2. Además, el antagonista de PDGFR-β c1035.1, se descubrió 
que solapaba entre el agrupamiento nº1 y el agrupamiento nº2. 

Tabla 25: Asignaciones de agrupamiento de epítopo para antagonistas neutralizantes de PDGFR-β 

Nº de agrupamiento de epítopo Antagonistas de PDGFR-β 

Agrupamiento Nº 1: c941.1,c597.1, c951.1, c975.1, c600, mAb 163.3111 

Agrupamiento Nº 2: mAb 162.6262 

Agrupamiento Nº 1/2: c1035.1 

Ejemplo 41: Agrupamiento de epítopos de antagonistas de VEGF-A 

Se realizaron experimentos de agrupamiento de epítopos para determinar cuáles de los antagonistas de VEGF-A 
son capaces de unirse simultáneamente a VEGF-A humano. Los antagonistas de VEGF-A que compiten por el 10 
mismo sitio de unión (epítopo) o uno solapante sobre el antígeno no son capaces de unirse simultáneamente y se 
agrupan funcionalmente en una única familia o "agrupamientos de epítopos". Los antagonistas de VEGF-A que no 
compiten por el mismo sitio de unión sobre el antígeno son capaces de unirse simultáneamente y se agrupan en 
familias diferentes o agrupamientos de epítopos. Se realizaron experimentos usando un instrumento Biacore T100TM. 
El Biacore es solamente uno de diversos formatos de ensayo que se usan rutinariamente para asignar paneles de 15 
fragmentos de anticuerpo y anticuerpos monoclonales a agrupamientos de epítopos. Muchas referencias (por 
ejemplo, The Epitope Mapping Protocols, Methods in Molecular Biology, Volumen 6,6 Glenn E. Morris ed.) describen 
procedimientos alternativos que pueden usarse para "agrupar" los fragmentos de anticuerpo y que se esperaría que 
proporcionaran datos comparables respecto a las características de unión de los antagonistas de VEGF-A a VEGF-A 
humano. Se realizaron experimentos de agrupamiento de epítopos con VEGF-A humano nativo soluble como 20 
antígeno. 

Materiales y procedimientos 

Se realizaron dos experimentos de agrupamiento de epítopos diferentes en un sistema BIACORE T100TM (GE 
Healthcare, Piscataway, NJ). En ambos experimentos, los antagonistas de VEGF-A primarios se inmovilizaron de 
forma covalente en un chip sensor CM5 usando química de acoplamiento de amina (EDC:NHS) a una densidad de 25 
aproximadamente 800-1000 RU. Después del procedimiento de inmovilización, los sitios activos restantes en la 
celda de flujo se bloquearon con etanolamina. La proteína unida de forma no específica se retiró por lavado con 
NaOH 50 mM. La celda de referencia también se activó y después se bloqueó con etanolamina sin el antagonista de 
VEGF-A. 

En la primera serie de experimentos, los antagonistas de VEGF-A secundarios y el antígeno VEGF-A se diluyeron a 30 
100 nM. El antígeno VEGF-A se inyectó y se dejó que se uniera específicamente a un antagonista de VEGF-A 
inmovilizado sobre el chip sensor. VEGF-A es un dímero, por lo tanto hay dos sitios de unión potenciales para cada 
antagonista de VEGF-A. Para asegurar que todos los sitios de unión estuvieran ocupados, el antagonista de VEGF-
A primario que se había inmovilizado anteriormente se inyectó sobre VEGF-A. Después de esta etapa, se inyectó 
antagonista de VEGF-A secundario para observar la unión simultánea a VEGF-A. 35 

En una segunda serie de experimentos de agrupamiento, los antagonistas de VEGF-A primarios se inmovilizaron de 
nuevo de forma covalente a celdas de flujo diferentes de un chip sensor BIACORE CM5. En este experimento, sin 
embargo, se pre-mezcló antígeno VEGF-A 10 nM con 1 mM de los antagonistas de VEGF-A secundarios, después 
se inyectaron sobre el antagonista de VEGF-A primario inmovilizado en un formato de competición. 

Todos los experimentos de unión se realizaron a 25 ºC en un tampón de HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 40 
mM, tensioactivo P20 al 0,05 %, 1 mg/ml de albumina sérica bovina, pH 7,4. También se realizaron inyecciones de 
tampón para permitir la sustracción del ruido y la desviación del instrumento. Entre ciclos, la superficie de captura se 
regeneró después de cada ciclo de inyección mediante una inyección de 30 segundos de glicina 10 mM, pH 1,5 a 50 
ul/min. Esto retiró el VEGF-A unido de la superficie. Los datos se compilaron usando el software de evaluación 
Biacore T100TM (versión 1.1.1). 45 

Ambas series de resultados experimentales se interpretaron del siguiente modo. Si el antagonista de VEGF-A 
secundario no era capaz de unirse al antígeno VEGF-A simultáneamente con el antagonista primario, se agrupaba 
funcionalmente en una única familia o agrupamiento de epítopos. Sin embargo, si el antagonista de VEGF-A 
secundario era capaz de unirse al antígeno simultáneamente con el antagonista primario mostrando un aumento en 
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la masa sobre la superficie del chip se agrupaba en una familia diferente o agrupamiento de epítopos. Cada 
antagonista de VEGF-A se ensayó frente a sí mismo como control negativo para establecer el nivel de señal de 
fondo (sin unión). 

Resultados 

Los antagonistas de VEGF-A purificados se asignaron a agrupamientos de epítopos usando los datos de unión de 5 
las dos series de experimentos descritos anteriormente. La señal (RU, unidades de respuesta) presentada por el 
BiacoreTM está directamente correlacionada con la masa sobre la superficie del chip sensor. Una vez que se 
estableció el nivel de señal de fondo (RU) asociada con los controles negativos (el mismo antagonista de VEGF-A 
usado como antagonista primario y secundario), los resultados de agrupamiento se presentaron como unión positiva 
o negativa. Unión positiva indica que dos antagonistas de VEGF-A diferentes son capaces de unirse al antígeno 10 
simultáneamente. Unión negativa indica que dos antagonistas de VEGF-A diferentes no son capaces de unirse al 
antígeno simultáneamente. 

La diferencia entre valores de respuesta positivos y negativos en estos experimentos se usó para asignar los 
antagonistas de VEGF-A a tres familias o agrupamientos de epítopos (véase la Tabla 26). El primer agrupamiento de 
epítopos está representado por el antagonista de VEGF-A producido por c636. Un segundo agrupamiento de 15 
epítopos está representado por los antagonistas de VEGF-A c868, c1039, y c1081. Es de indicar que, cuando c636 
era el primero en interaccionar con VEGF-A, tanto c868 como c1039 mostraban unión simultánea. Cuando 
interaccionaba c868 o c1039 con VEGF-A en primer lugar, c636 no mostraba ninguna unión, por lo tanto, c868 y 
c1039 están solapando el epítopo de c636. Además, el antagonista de VEGF-A c870 solapaba con el agrupamiento 
nº1 y el agrupamiento nº2. Un tercer agrupamiento de epítopos está representado por el antagonista de VEGF-A 20 
c820 y el anticuerpo contra VEGF-A de control positivo (anticuerpo monoclonal de ratón anti-VEGF-A, R&D 
Systems). Estos dos antagonistas de VEGF-A mostraron unión simultánea en presencia de todos los demás 
antagonistas de VEGF-A. Todos los antagonistas ensayados en los experimentos de agrupamiento demostraron 
neutralizar la actividad mitogénica de VEGF-A en algún grado. 

Tabla 26: Asignaciones de agrupamiento de epítopo para antagonistas neutralizantes de VEGF-A 

Nº de agrupamiento de epítopo Antagonistas de VEGF-A  

Agrupamiento Nº 1: c636 

Agrupamiento Nº 2: c868, c1039, c1081 

Agrupamiento Nº 1/2: c870 

Agrupamiento Nº 3: c820, mAb de ratón 

Ejemplo 42: Medición de las afinidades de unión de antagonistas de VEGF-A humano a VEGF-A mediante 25 
resonancia de Plasmón superficial (Biacore) 

Se evaluaron los antagonistas monovalentes de VEGF-A humano producidos por los clones c868, c870 y c1039 
para sus afinidades de unión a VEGF-A humano usando resonancia de Plasmón superficial. 

Determinación de afinidad 

Se midieron las constantes de velocidad cinética y disociación en equilibrio para la interacción de antagonistas de 30 
VEGF-A con VEGF-A mediante resonancia de Plasmón superficial. La constante de velocidad de asociación (ka (M

-

1s-1)) es un valor que refleja la velocidad de la formación de complejos antígeno-antagonista. La constante de 
velocidad de disociación (kd (s

-1)) es un valor que refleja la estabilidad de este complejo. Dividiendo la constante de 
velocidad de asociación entre la constante de velocidad de disociación (ka/kd) se obtiene la constante de asociación 
en equilibrio (KA (M-1)). Dividiendo la constante de velocidad de disociación entre la constante de velocidad de 35 
asociación (kd/ka) se obtiene la constante de disociación en equilibrio (KD (M)). Este valor describe la afinidad de 
unión de la interacción. Interacciones con la misma KD pueden tener constantes de velocidad asociación y 
disociación ampliamente variables. Por consiguiente, medir tanto la ka como la kd ayuda a describir de forma singular 
la afinidad de la interacción. 

Materiales y procedimientos 40 

Se completó una serie de experimentos para medir las afinidades de unión de antagonistas de VEGF-A purificados 
producidos por los clones c868, c870 y c1039. Se realizaron estudios de cinética y afinidad de unión en un sistema 
Biacore T100TM (GE Healthcare, Piscataway, NJ). Los procedimientos se programaron usando el software de control 
Biacore T100TM, v 1.1.1. Los antagonistas de VEGF-A se produjeron con marcas epitópicas His6/Myc. Los análisis 
de afinidad se realizaron capturando antagonistas de VEGF-A usando anticuerpos anti-His6/Myc inmovilizados en un 45 
chip CM5. Se mezclaron anticuerpos anti-His6 y anti-Myc en una proporción molar 1:1 y se inmovilizaron 
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covalentemente en un chip sensor CM5 usando química de acoplamiento de amina a una densidad de 
aproximadamente 7.500 RU. Se inyectaron 10 nM de antagonistas de VEGF-A en celdas de flujo diferentes a 10 
ul/min durante 1 minuto, seguido por un periodo de estabilización de 1 minuto. Se inyectaron diluciones 1:3 en serie 
de VEGF-A de 33,3 nM - 0,14 nM sobre esta superficie y se dejaron que unieran específicamente al antagonista de 
VEGF-A capturado sobre el chip sensor. Se realizaron inyecciones duplicadas de cada concentración de VEGF-A 5 
con un tiempo de asociación de 5 minutos y un tiempo de disociación de 10 minutos. Se realizaron estudios de unión 
cinética con un caudal de 30 µl/min. Todos los experimentos de unión se realizaron a 25 ºC en un tampón de 
HEPES 10 mM, NaCl 500 mM, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,05 %, 0,1 mg/ml de albumina sérica bovina, pH 
7,4. Entre ciclos, se lavó la celda de flujo con H3PO4 50 mM para regenerar la superficie. Esta etapa de lavado retiró 
el antagonista de VEGF-A capturado de la superficie de anticuerpo inmovilizado, y permitió la posterior unión de la 10 
siguiente muestra. 

Los datos se compilaron usando el software de evaluación Biacore T100TM (versión 1.1.1). Los datos se procesaron 
sustrayendo las inyecciones de la celda de flujo de referencia y blanca. La estabilidad vasal se evaluó para asegurar 
que la etapa de regeneración proporcionaba una superficie de unión consistente a lo largo de toda la secuencia de 
inyecciones. Se comprobaron curvas de inyección por duplicado para la reproducibilidad. Como el antígeno VEGF-A 15 
forma dímeros, las curvas de unión resultantes se ajustaron de forma global al modelo de interacción de analito 
bivalente. 

Resultados 

Se caracterizaron tres antagonistas de VEGF-A por su afinidad de unión por VEGF-A (resultados resumidos en la 
Tabla 27). Se midieron las constantes de velocidad de asociación (ka (M-1s-1)) y las constantes de velocidad de 20 
disociación (kd (s

-1)) para estos antagonistas de VEGF-A. Se calcularon las KD y KA a partir de los valores ka y kd. Los 
datos se ajustan bien al modelo de analito bivalente. Este modelo mide dos valores tanto para ka (ka1 y ka2) como 
para kd (kd1 y kd2). La primera serie de valores (ka1 y kd1) describe la cinética monovalente de la interacción que se 
presenta en la Tabla 24. La afinidad representada para estas muestras se obtuvo de estos valores, y se denomina 
KD1. Se calcularon KD y KA a partir de los valores ka y kd. Los tres antagonistas de VEGF-A mostraron afinidad similar 25 
por el antígeno VEGF-A (KD=0,7 - 1.0E-9M) y estos resultados fueron coherentes en dos ejecuciones 
independientes. 

Tabla 27: Caracterización de afinidad de unión del antagonista de VEGF-A por VEGF-A 

ID Nº kn (M
-1s-1) kd (s

-1) Kd (M) KA (M-1) 

c868 5.E+5 6.E-4 1.E-9 8.E+8 

c870 2.E+5 2.E-4 1.E-9 1.E+9 

c1039 3.E+5 2 E-4 6.E-10 2 E+9 

Ejemplo 43: Medición de las afinidades de unión de antagonistas de VEGFA/PDGFRβ humano por VEGFA 
mediante resonancia de Plasmón superficial (Biacore) 

Se evaluaron dos antagonistas de VEGF-A/PDGRFβ humano para las afinidades de unión a VEGF-A humano 30 
usando resonancia de Plasmón superficial. Estos os antagonistas de VEGF-A/PDGRFβ constan de cinco dominios: 
dos dominios de unión a VEGF-A (dos c868 o dos c1039) y dos dominios de unión a PDGRFβ (dos c597) que están 
enlazados por una marca Fc humana. 

Determinación de la afinidad 

Se midieron las constantes de velocidad cinética, asociación y disociación en equilibrio para la interacción de los 35 
antagonistas de VEGF-A/PDGRFβ A2099F (que consta de dos dominios c1039 y dos dominios c597) y A2100F (que 
consta de dos dominios c868 y dos dominios c597) con el antígeno VEGF-A mediante resonancia de Plasmón 
superficial. 

Materiales y procedimientos 

Se completó una serie de experimentos para medir la afinidad de unión de antagonista de VEGF-A/PDGRFβ 40 
purificados generados contra los antígenos VEGF-A (R & D Systesms) y PDGRFβ (ZymoGenetics). Se realizaron 
estudios de cinética y afinidad de unión en un sistema Biacore T100TM (GE Healthcare, Piscataway, NJ). Los 
procedimientos se programaron usando el software de control Biacore T100TM, v 1.1.1. El antígeno VEGF-A humano 
se inmovilizó de forma covalente en la celda de flujo del chip sensor CM5 usando química de acoplamiento de amina 
(EDC:NHS) a una densidad de aproximadamente 160 RU. Se inyectaron diluciones 1:3 en serie de los antagonistas 45 
de VEGF-A/PDGRFβ de 11,1 nM - 0,14 nM sobre la superficie y se dejó que se unieran específicamente al VEGF-A 
inmovilizado sobre el chip sensor. Se realizaron inyecciones duplicadas de antagonistas de VEGF-A/PDGRFβ con 
un tiempo de asociación de 10 minutos y un tiempo de disociación de 15 minutos. Se realizaron estudios de unión 
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cinética con un caudal de 30 µl/min. Todos los experimentos de unión se realizaron a 25 ºC en un tampón de 
HEPES 10 nM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,05 %, 0,1 mg/ml de albumina sérica bovina, pH 
7,4. Para regenerar la superficie, las celdas de flujo se lavaron con glicina 10 mM, pH 1,5 entre cada ciclo. 

Los datos se compilaron usando el software de evaluación Biacore T100™ (versión 1.1.1). Los datos se procesaron 
sustrayendo las inyecciones de la celda de flujo de referencia y blanca y se evaluó la estabilidad vasal para asegurar 5 
que la etapa de regeneración proporcionaba una superficie de unión consistente durante toda la secuencia de 
inyecciones. Se comprobaron curvas de inyección duplicadas para la reproducibilidad. Como tanto el antígeno 
VEGF-A como los antagonistas de VEGF-A/PDGRFβ son moléculas bivalentes, las curvas de unión resultantes para 
la unión de los antagonistas de VEGF-A/PDGRFβ al antígeno VEGF-A se ajustaron de forma global al modelo de 
analito bivalente. 10 

Resultados 

Se caracterizaron los antagonistas de VEGF-A/PDGRFβ purificados para su afinidad de unión por el antígeno VEGF-
A (resultados resumidos en la Tabla 28). Se midieron las constantes de velocidad de asociación (ka (M

-1s-1)) y las 
constantes de velocidad de disociación (kd (s

-1)) para la unidad de unión. KD y KA para cada interacción se calcularon 
a partir de los valores ka y kd. La afinidad de unión de los antagonistas de VEGF-A/PDGRFβ al antígeno VEGF-A se 15 
determinaron inmovilizando el antígeno VEGF-A e inyectando los antagonistas VEGF-A/PDGRFβ sobre esta 
superficie. Las series de datos resultantes se ajustaban bien al modelo de analito de interacción bivalente. Este 
modelo mide dos valores tanto para ka (ka1 y ka2) como para kd (kd1 y kd2). En la primera serie de valores (ka1 y kd1) se 
describe la cinética monovalente de la interacción que se presenta en la Tabla 28. La afinidad representada para 
estas muestras se obtuvo de estos valores, y se denomina KD1. Se calcularon KD y KA a partir de los valores ka y kd. 20 
En estas condiciones de ensayo, la afinidad de unión del antagonista de VEGF-A/PDGRFβ A2100F a VEGF-A fue 5 
E-9M. 

Tabla 28: Caracterización de afinidad de unión del antagonista de VEGF-A/PDGFR-β por VEGF-A 

ID Nº kn (M
-1s-1) kd (s

-1) kD (M) kA (M-1) 

c597/c1039 7.E+5 4.E-4 5.E-10 2.E+9 

c597/c868 7.E+4 4.E-4 5.E-9 2.E+8 

Ejemplo 44: Inhibición del crecimiento de células de carcinoma hepatocelular humano in vivo usando 
anticuerpo biespecífico anti-PDGFR-β/anti-VEGF-A 

Para evaluar la actividad antitumoral de un anticuerpo biespecífico anti-PDGFR-β/anti-VEGF-A contra células de 25 
carcinoma hepatocelular humano in vivo, se inyectó a grupos de ratones BALB/c desnudos células de carcinoma 
hepatocelular HuH7 o C3A en el día 0. Los grupos (n=10/grupo) de ratones que albergan tumor reciben Sug-75 ug 
de anticuerpo biespecífico anti-PDGFR-β/anti-VEGF-A por inyección i.p. o peritumoral en días alternos (EOD) desde 
los días 5-33. El volumen del tumor se controla 3X/semana durante 6 semanas. La inhibición del crecimiento del 
tumor por anticuerpo biespecífico anti-PDGFR-β/anti-VEGF-A indica que la proteína respectiva tiene efectos 30 
inhibidores sobre carcinoma hepatocelular humano in vivo. 

Diseño del estudio. Se inyecta s.c. a ratones hembra desnudos BALB/c de ocho semanas de edad (Charles River 
Laboratories) en el flanco derecho con 6 x 106 células HuH7 o C3A en el Día 0. Se inyecta i.p. a los grupos de 
ratones (n=10/grupo) o por vía peritumoral con 5 µg-75 µg de un anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF. A 
desde los días 5-33. Se proporcionan inyecciones en un volumen total de 200 µl. El crecimiento del tumor se 35 
controla 3X/semana durante 6 semanas usando mediciones con calibre. El volumen del tumor se calcula usando la 
fórmula ½*(B)2*L (mm3). 

Ejemplo 45: Inhibición del crecimiento de células de carcinoma de próstata humano in vivo usando 
anticuerpo biespecífico anti-PDGFR-β/anti-VEGF-A 

Para evaluar la actividad antitumoral de un anticuerpo biespecífico anti-PDGFR-β/anti-VEGF-A contra células de 40 
carcinoma de próstata humano in vivo, se inyecta a grupos de ratones BALB/c desnudos células de carcinoma de 
próstata PC-3 o DU-145 en el día 0. Los grupos (n=10/grupo) de ratones que albergan tumor reciben 5 µg-75 µg de 
anticuerpo biespecífico anti-PDGFR-β/anti-VEGF-A por inyección i.p. o peritumoral en días alternos (EOD) desde los 
días 5-33. El volumen del tumor se controla 3X/semana durante 6 semanas. La inhibición del crecimiento del tumor 
(volumen o peso) por un anticuerpo biespecífico anti-PDGFR-β/anti-VEGF-A indica que la proteína respectiva tiene 45 
efectos inhibidores sobre carcinoma de próstata humano in vivo. 

Diseño del estudio. Se inyecta s.c. a ratones hembra desnudos BALB/c de ocho semanas de edad (Charles River 
Laboratories) en el flanco derecho o por vía ortotópica en el lóbulo prostático con 10 x 106 células PC-3 o 6 x 106 
células DU-145 en el Día 0. Se inyecta i.p. a los grupos de ratones (n=10/grupo) o por vía peritumoral (modelo s.c. 

ES 2 456 296 T3

 



106 

solamente) con 5 µg-75 µg de un anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF. A desde los días 5-33. Se 
proporcionan inyecciones en un volumen total de 200 µl. Para tumores s.c., el crecimiento del tumor se controla 
3X/semana durante 6 semanas usando mediciones con calibre. El volumen del tumor se calcula usando la fórmula 
½*(B)2*L (mm3). Para tumores ortotópicos, se sacrifica a los ratones al final del estudio y se pesa el tumor para 
posibilitar la evaluación de carga tumoral. 5 

Ejemplo 46: Modelo de cáncer de próstata murino para evaluar la eficacia del anticuerpo biespecífico anti-
PDGFR-β/anti-VEGF-A 

Se evalúan los efectos de un anticuerpo biespecífico anti-PDGFR-β/anti-VEGF-A sobre la respuesta del tumor en 
modelo de cáncer de próstata murino, usando un modelo similar al descrito en Kwon y col., Proc. Natl. Acad Sci. 
USA 96:1507415079, 1999. En este modelo, existe un sobrecrecimiento metastásico de la línea celular de cáncer de 10 
próstata TRAMP-C2 derivada de adenocarcinoma transgénico de próstata de ratón (TRAMP), que se implanta en 
ratones C57BL/6. La recidiva metastásica es fiable, sucediendo principalmente en los ganglios linfáticos de drenaje 
en cercana proximidad al tumor primario. 

En resumen, la línea celular C2 usada es en una línea de paso temprano derivada del ratón TRAMP que desarrolla 
espontáneamente tumores autóctonos atribuibles a la expresión del antígeno SV40 restringido a próstata. Las 15 
células se cultivan e inyectan por vía subcutánea en los ratones C57BL/6 a 2,5-5 x 106 células/0,1 ml de medio. Los 
ratones se tratan con anticuerpo biespecífico anti-PDGFR-β/anti-VEGF-A comenzando 3-14 días después del 
implante del tumor, o cuando se establece el injerto del tumor y la velocidad de crecimiento. Se administrarán niveles 
de tratamiento de 0,5 - 5 mg/kg en una base diaria durante 5-14 días, y puede continuarse después de ello si no se 
observan evidencias de formación de anticuerpos neutralizantes. Los tumores se escinden después de sacrificar a 20 
los animales y se analizan para el volumen y usando histoquímica e inmunohistoquímica. 

Ejemplo 47: Inhibición de células de carcinoma de colon humano in vivo usando anticuerpo biespecífico 
anti-PDGFR-β/anti-VEGF-A 

Para evaluar la actividad antitumoral de un anticuerpo biespecífico anti-PDGFR-β/anti-VEGF-A contra células de 
carcinoma de colon humano in vivo, se inyecta a grupos de ratones BALB/c desnudos con células de carcinoma de 25 
colon DLD-1 o HCT-116 en el día 0. Los grupos (n=10/grupo) de ratones que albergan tumor reciben 5 µg-75 µg de 
un anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF humano por inyección i.p. o peritumoral en días alternos (EOD) 
desde los días 5-33. El volumen del tumor se controla 3X/semana durante 6 semanas. La inhibición del crecimiento 
del tumor (volumen o peso) por anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF sugiere que la proteína respectiva 
tiene efectos inhibidores sobre carcinoma de colon humano in vivo. 30 

Diseño del estudio. Se inyecta s.c. a ratones hembra desnudos BALB/c de ocho semanas de edad (Charles River 
Laboratories) en el flanco derecho o por vía ortotópica en la pared colónica con 6 x 106 células DLD-1 o HCT-116 en 
el Día 0. Se inyecta i.p. a los grupos de ratones (n=10/grupo) o por vía peritumoral (para el modelo s.c. solamente) 5 
µg-75 µg de un anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A humano desde los días 5-33. Se proporcionan 
inyecciones en un volumen total de 200 µl. Para tumores s.c., el crecimiento del tumor se controla 3X/semana 35 
durante 6 semanas usando mediciones con calibre. El volumen del tumor se calcula usando la fórmula ½*(B)2*L 
(mm3). Para tumores ortotópicos, se sacrifica a los ratones al final del estudio y se pesan los tumores para posibilitar 
la evaluación de carga tumoral. 

Ejemplo 48: Modelo de tumor colorrectal de ratón para evaluar la eficacia de anticuerpo biespecífico anti-
PDGFR-β/anti-VEGF-A 40 

Los efectos de un anticuerpo biespecífico anti-PDGFR-β/anti-VEGF-A en un modelo de ratón colorrectal se evalúan 
como se describe Yao y col., Cancer Res. 63:586-592, 2003. En este modelo, se implantan células de tumor de 
colon de ratón MC-26 en la sub-cápsula esplénica de ratones BALB/c. Después de 14 días, a los ratones tratados se 
les administra anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A. Los ratones se tratan con anticuerpo biespecífico 
anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A comenzando 3-14 días después del implante del tumor, o cuando se establece el injerto 45 
del tumor y la velocidad de crecimiento. Se administran niveles de tratamiento de 0,5 - 5 mg/kg en una base diaria 
durante 5-14 días, y puede continuarse después de ello si no se observan evidencias de formación de anticuerpos 
neutralizantes. 

La eficacia de un anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A en la prolongación de la supervivencia o la 
promoción de una respuesta tumoral se evalúa usando técnicas convencionales tales como las descritas en el 50 
presente documento. 

Ejemplo 49: Inhibición de células de carcinoma pancreático humano in vivo usando anticuerpo biespecífico 
anti-PDGFR-β/anti-VEGF-A 

Para evaluar la actividad antitumoral de un anticuerpo biespecífico anti-PDGFR-β/anti-VEGF-A contra células de 
carcinoma pancreático humano in vivo, se inyecta a grupos de ratones BALB/c desnudos células de carcinoma 55 
pancreático BxPC-3 o HPAF-II en el día 0. Los grupos (n=10/grupo) de ratones que albergan tumor reciben 5 µg-75 

ES 2 456 296 T3

 



107 

µg de un anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF por inyección peritumoral en días alternos (EOD) desde 
los días 5-33. El volumen del tumor se controla 3X/semana durante 6 semanas. La inhibición del crecimiento del 
tumor (volumen o peso) por anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF sugiere que la proteína respectiva tiene 
efectos inhibidores sobre carcinoma pancreático humano in vivo. 

Diseño del estudio. Se inyecta s.c. a ratones hembra desnudos BALB/c de ocho semanas de edad (Charles River 5 
Laboratories) en el flanco derecho o por vía ortotópica en el lóbulo pancreático con 6 x 106 células BxPC-3 o HCT-
116 en el Día 0. A los grupos de ratones (n=10/grupo) se les inyecta i.p. o por vía peritumoral (para el modelo s.c. 
solamente) 5 µg-75 µg de un anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A desde los días 5-33. Se 
proporcionan inyecciones en un volumen total de 200 µl. Para tumores s.c., el crecimiento del tumor se controla 
3X/semana durante 6 semanas usando mediciones con calibre. El volumen del tumor se calcula usando la fórmula 10 
½*(B)2*L (mm3). Para tumores ortotópicos, se sacrifica a los ratones al final del estudio y se pesan los tumores para 
posibilitar la evaluación de carga tumoral. 

Ejemplo 50: Modelo de cáncer pancreático de ratón para evaluar la eficacia de anticuerpo biespecífico anti-
PDGFR-β/anti-VEGF-A 

La eficacia de un anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A en un modelo de cáncer pancreático de ratón 15 
se evalúa usando el protocolo desarrollado por Mukherjee y col., J. Immunol. 165:3451-3460, 2000. En resumen, se 
cruzan ratones transgénicos MUCI (MUCI.Tg) con ratones que expresan oncogenes que desarrollan 
espontáneamente tumores del páncreas (ratones ET) denominados ratones MET. MUCI. Tg. Los ratones ET 
expresan los primeros 127aa del Ag T grande de SV40 bajo el control del promotor de la elastasa de rata. El 
cincuenta por ciento de los animales desarrollan tumores pancreáticos potencialmente mortales en 20 
aproximadamente 21 semanas de edad. Las células se ensayan de forma rutinaria por citometría de flujo para la 
presencia de MUC1. Todos los ratones tienen un fondo C57BL/6. Los animales se sacrifican y caracterizan a 
intervalos de 3 semanas desde 3 a 24 semanas. Los ratones se observan cuidadosamente para signos de 
enfermedad-salud, incluyendo letargia, distensión abdominal, falta de apetito o de sed, marcada pérdida de peso, 
heces pálidas, y postura encorvada. 25 

Se disecciona el páncreas completo de la grasa y los ganglios linfáticos, se pesa, y se extiende sobre papel bibulous 
para fotografía. Se cuentan los nódulos, y el páncreas se fija en metacam, se procesa para microscopía por 
procedimientos convencionales, se secciona por etapas a 5 µm (aproximadamente 10 secciones por páncreas de 
ratón), se tiñe con hematoxilina y eosina, y se examina por microscopía óptica. Los tumores se obtienen de ratones 
MET en diversos momentos puntuales durante la progresión del tumor, se fijan en metacam (metanol al 60 %, 30 
cloroformo al 30 %, ácido acético glacial al 10 %), se incluyen en parafina, y se seccionan para análisis 
inmunohistoquímico. Los anticuerpos MUC1 usados son CT1, un Ab policlonal de conejo que reconoce la región de 
cola citoplásmica de ratón y humana de MUC1, HMFG-2, BC2, y SM-3, que tienen epítopos en el dominio TR de 
MUC1. 

Los ratones se tratan con anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A comenzando 3-14 días después del 35 
implante del tumor, o cuando se establece el injerto del tumor y la tasa de crecimiento. Se administran niveles de 
tratamiento de 0,5 - 5 mg/kg en una base diaria durante 5-14 días, y puede continuarse después de ello si no se 
observan evidencias de formación de anticuerpos neutralizantes. 

Ejemplo 51: Modelo de melanoma B16-F10 para evaluar los efectos antitumorales in vivo de anticuerpo 
biespecífico anti-PDGFR-β/anti-VEGF-A 40 

Se dividen ratones (hembra, C57B16, 9 semanas de edad; Charles River Labs, Kingston, NY) en tres grupos. En el 
día 0, se recogen células de melanoma B16-F10 (ATCC Nº. CRL-6475) de cultivo y se inyectan por vía intravenosa, 
mediante la vena de la cola, a todos los ratones (aproximadamente 100.000 células por ratón). Los ratones después 
se tratan con el artículo de ensayo o el vehículo asociado por inyección intraperitoneal de 0,1 ml de la solución 
indicada. Los ratones en el primer grupo (n=24) se tratan con vehículo (PBS, pH 6,0), que se inyecta en el día 0, 2, 45 
4, 6, y 8. Los ratones en el segundo grupo (n=24) se tratan con un anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-
A, que se inyecta a una dosis de 75 µg en el día 0, 2, 4, 6, y 8. Los ratones en el tercer grupo (n=12) se tratan con el 
anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A, que se inyecta a una dosis de 75 µg al día desde el día 0 hasta 
el día 9. Todos los ratones se sacrifican en el día 18, y se recogen los pulmones para la cuantificación del tumor. Se 
cuentan focos de crecimiento tumoral mayores de 0,5 mm de diámetro sobre todas las superficies de cada lóbulo 50 
pulmonar. En ambos grupos de ratones tratados con anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A, la cantidad 
promedio de focos tumorales presentes en los pulmones está significativamente reducida, en comparación con 
ratones tratados con vehículo. Los ratones tratados más frecuentemente (es decir, diariamente) tienen menos focos 
tumorales que los ratones tratados en días alternos. Estos resultados indican que el tratamiento con anticuerpo 
biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A ralentizó el crecimiento de los tumores de melanoma B16. 55 
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Ejemplo 52: Modelo de timoma EG.7 para evaluar los efectos antitumorales in vivo de anticuerpo 
biespecífico anti-PDGFR-β/anti-VEGF-A 

Se dividen ratones (hembra, C57B16, 9 semanas de edad; Charles River Labs, Kingston, NY) en tres grupos. En el 
día 0, se recogen células EG.7 (ATCC Nº. CRL-2113) de cultivo y se inyectan 1.000.000 de células por via 
intraperitoneal en todos los ratones. Después los ratones se tratan con el artículo de ensayo o el vehículo asociado 5 
por inyección intraperitoneal de 0,1 ml de la solución indicada. Los ratones en el primer grupo (n=6) se tratan con 
vehículo (PBS, pH 6,0), que se inyecta en el día 0, 2, 4, y 6. Los ratones en el segundo grupo (n=6) se tratan con un 
anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A, que se inyecta a una dosis de 10 µg en el día 0, 2, 4, y 6. Los 
ratones en el tercer grupo (n=6) se tratan con el anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A, que se inyecta a 
una dosis de 75 µg en el día 0, 2, 4, y 6. En ambos grupos de ratones tratados con anticuerpo biespecífico anti-10 
PDGFRβ/anti-VEGF-A, el tiempo de supervivencia está significativamente aumentado, en comparación con ratones 
tratados con vehículo. Estos resultados indican que el tratamiento con anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-
VEGF-A ralentiza el crecimiento de los tumores EG.7. 

Ejemplo 53: Modelo de carcinoma de ovario singénico de ratón para evaluar la eficacia de anticuerpo 
biespecífico anti-PDGFR-β/anti-VEGF-A 15 

El efecto de anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A se ensaya para la eficacia en carcinoma de ovario 
usando un modelo singénico de ratón como se describe en Zhang y col., Am. J. of Pathol. 161:2295-2309, 2002. En 
resumen, usando transfección retroviral y clasificación celular activada por fluorescencia se genera una línea celular 
de carcinoma de ovario ID8 murino C57BL6 que sobreexpresa de forma estable la isoforma VEGF164 murina y la 
proteína fluorescente verde (GFP) potenciada. La construcción retroviral que contiene los ADNc de VEGF164 y GFP 20 
se introduce por transfección en células BOSC23. Las células se analizan por clasificación celular FACS y se 
identifican las células GFP altamente positivas. 

Las células ID8 transfectadas con VEGF164/GFP se cultivan hasta sub-confluencia y se preparan en una suspensión 
de celular individual en solución salina tamponada con fosfato (PBS) y MATRIGEL frío (BD Biosciences, Bedford, 
MA). Se inyecta por vía subcutánea a ratones C57BL6 hembra de seis a ocho semanas de edad en el flanco a 5 x 25 
106 células o células de control no transfectadas. Como alternativa, a los ratones se les puede inyectar por vía 
intraperitoneal 7 x 106 células o células de control. Se hace un seguimiento de los animales para la supervivencia o 
se les sacrifica ochos semanas después de la inoculación y se evalúa el crecimiento del tumor. Los ratones se tratan 
con un anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A comenzando 3-14 días después del implante del tumor, o 
cuando se ha establecido el injerto del tumor y la tasa de crecimiento. Se administran niveles de tratamiento de 0,5 - 30 
5 mg/kg en una base diaria durante 5-14 días, y puede continuarse después de ello si no se observan evidencias de 
formación de anticuerpos neutralizantes. 

Ejemplo 54: Modelo RenCA de ratón para evaluar la eficacia de anticuerpo biespecífico anti-PDGFR-β/anti-
VEGF-A 

La eficacia de un anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A en un modelo de carcinoma de células renales 35 
se evalúa usando ratones BALB/c a los que se ha inyectado células RENCA, un adenocarcinoma renal de ratón de 
origen espontáneo, esencialmente como se describe en Wigginton y col., J. Nat. Cancer Inslit. 88:38-43, 1996. 

En resumen, se inyecta a ratones BALB/c entre ocho y diez semanas de edad células RenCA R 1X105 células en la 
cápsula renal de los ratones. Veinte días después del implante de las células tumorales, los ratones se 
nefrectomizan para retirar los tumores primarios. Se deja que los ratones se recuperen de la cirugía, antes de la 40 
administración de anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A. Los ratones se tratan con anticuerpo 
biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A comenzando 3-14 días después del implante del tumor, o cuando se ha 
establecido el injerto del tumor y la tasa de crecimiento. Se administran niveles de tratamiento de 0,5 - 5 mg/kg en 
una base diaria durante 5-14 días, y puede continuarse después de ello si no se observan evidencias de formación 
de anticuerpos neutralizantes. Como alternativa, pueden introducirse células RenCA por inyección subcutánea (5 x 45 
105 células) o intravenosa (1 x 105 células). 

Los ratones se evalúan para la respuesta tumoral en comparación con ratones no tratados. La supervivencia se 
compara usando un procedimiento de Kaplan-Meier, así como el volumen del tumor que se está evaluando. 

Ejemplo 55: Modelo de cáncer de mama murino para evaluar la eficacia de anticuerpo biespecífico anti-
PDGFR-β/anti-VEGF-A 50 

La eficacia de un anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A en un modelo murino para cáncer de mama se 
hace usando un modelo singénico como se describe en Colombo y col., Cancer Research 62:941-946, 2002. En 
resumen, las células TS/A son un carcinoma mamario espontaneo para ratones BALB/c. las células se cultivan 
durante aproximadamente una semana para seleccionar los clones. Las células TS/A seleccionadas se cultivan y 
usan para estimular ratones CD-1 nulnu BR (Charles River Laboratories) mediante 2 x 102 células TS/A inyectadas 55 
por vía subcutánea en el flanco del ratón. 
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Los ratones se tratan con anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A comenzando 3-14 días después del 
implante del tumor, o cuando se ha establecido el injerto del tumor y la tasa de crecimiento. Se administran niveles 
de tratamiento de 0,5 - 5 mg/kg en una base diaria durante 5-14 días, y puede continuarse después de ello si no se 
observan evidencias de formación de anticuerpos neutralizantes. Los tumores se escinden después de sacrificar a 
los animales y se analizan para el volumen y usando histoquímica e inmunohistoquímica. 5 

Ejemplo 56: Transfección y producción de combinaciones CHO para la producción de proteínas 

Se digirió el ADN plasmídico con una enzima de restricción, PvuI. Para preparar una combinación CHO estable que 
exprese un BiscFv, se introdujeron por transfección 15 µg de ADN plasmídico digerido en células huésped CHO 
DXB-11 siguiendo un protocolo convención de electroporación. Se dejó que las células se recuperaran en medio 
completo durante dos días en un matraz de agitación a 37 ºC. Después de la recuperación, las células se 10 
transfirieron a medio selectivo suplementado con metotrexato. Las células se propagaron cada tres a cuatro días 
hasta que fueron al menos un 90 % viables. Para preparar una combinación CHO estable que exprese un BiAb, se 
introdujeron por co-transfección 15 µg de cada ADN plasmídico digerido en células huésped CHO DXB-11 siguiendo 
un protocolo convencional de electroporación. Se dejó que las células se recuperaran en medio completo durante 
dos días en un matraz de agitación a 37 ºC. Después de la recuperación, las células se transfirieron a medio 15 
completo suplementado con puromicina. Las células se propagaron cada tres a cuatro días hasta que fueron al 
menos un 80 % viables. Las células después se transfirieron a medio selectivo suplementado con puromicina y 
metotrexato. Las células se propagaron cada tres a cuatro días hasta que fueron al menos un 90 % viables. 

Cuando las células CHO DXB-11 transfectadas alcanzaron una viabilidad de al menos el 90 %, se ensayó la 
combinación para la producción de proteína recombinante. La combinación se sembró en medio de producción en 20 
un matraz de agitación y se incubó a 37 ºC. Después de seis días, el cultivo se recogió y se ensayó el sobrenadante 
para la producción de proteína recombinante por HPLC de proteína A. 

Ejemplo 57: Medición de la afinidad de unión de moléculas biespecíficas para PDGFR-β/VEGF-A por PDGFR-
β monomérico humano por resonancia de Plasmón superficial 

Se evaluaron moléculas biespecíficas para la afinidad de unión a PDGFR-β monomérico humano. Se midieron las 25 
constantes de asociación y disociación para la interacción de las moléculas biespecíficas con PDGFR-β. La afinidad 
de unión se midió usando estas constantes medidas. 

Materiales y procedimientos 

Las mediciones de cinética y afinidad de unión se realizaron en un sistema Biacore T-100™ (GE Healthcare, 
Piscataway, NJ). Los procedimientos se programaron usando el software de control Biacore T-100™ v1.1.1. Todos 30 
los estudios se hicieron a 25 ºC y las muestras se almacenaron a 8 ºC en el toma-muestras automático. Se 
inmovilizó anticuerpo de cabra especifico anti-IgG humana Fc-gamma en un chip sensor CM4 usando una mezcla de 
EDC 0,4 M [N-etil-N'-(3-dietilamino-propil) carbodiimida] y NHS 0,1 M (N-hidroxisuccinimida). El anticuerpo se diluyó 
en acetato sódico 10 mM pH 5,0 hasta una concentración de 50 µg/ml. La densidad de inmovilización fue de 
aproximadamente 3400-3700 RU. Después de la inmovilización, las celdas restantes se bloquearon con etanolamina 35 
y la proteína unida de forma no específica se retiró lavando con NaOH 50 mM. 

Las moléculas biespecíficas para PDGFR-β/VEGF-A se diluyeron en tampón HBS-EP (HEPES 10 mM, NaCl 150 
mM, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,005 %, 1 mg/ml de BSA, pH 7,4) a 2 µg/ml. Se capturaron en celdas de flujo 
individuales del chip CM4 con anticuerpo de cabra anti-IgG humana Fc-gamma a 10 µl/min. La densidad de 
inmovilización fue entre 83-108 RU. 40 

Se inyectó PDGFR-β monomérico sobre las celdas de flujo. Se hicieron diluciones 1:3 en serie del analito en tampón 
HBS-EP de 100 nM a 0,015 nM. Se realizaron inyecciones individuales de las series de concentración desde las 
concentraciones bajas hasta las altas, seguidas por inyección replicada de las series de muestras. El analito se 
inyectó a 30 µl/min durante 9 minutos (tiempo de asociación). El tiempo de disociación para cada inyección de 
analito fue de 15 minutos. También se hicieron inyecciones de tampón para sustraer el ruido y la desviación del 45 
instrumento. 

El análisis de los datos se realizó con el software de evaluación Biacore T100. Basándose en la unión del analito 
monomérico a la molécula bivalente, se determinó que el modelo de unión 1:1 era apropiado, y las curvas de unión 
resultantes se ajustaron a este modelo. El modelo de unión 1:1 mide un único valor para la constante de asociación 
(ka) y la constante de disociación (kd). La afinidad de unión global (KD) se obtuvo dividiendo la kd entre la ka. 50 

Resultados 

Las constantes cinéticas obtenidas para las diversas moléculas biespecíficas se resumen en la Tabla 29. Moléculas 
biespecíficas con grupos comunes de la familia anti-PDGFR-β mostraron afinidades de unión similares y los datos se 
ajustan bien al modelo de unión 1:1. La mayoría de las moléculas se unían al analito (PDGFR-β monomérico) con 
baja afinidad nM. 55 
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Tabla 29: Afinidad de unión de moléculas biespecíficas por PDGFRβ monomérico 

Molécula ka (1/Ms) kd (1/s) KD (nM) 

c941.1 - c868.1 5.5E+04 1.3E-04 2 

c941.1 - c1039.1 4.2E+04 4.3E-05 1 

c1035.1 - c868.1 4.6E+04 5.2E-05 1 

c1035.1 - c870.1 4.0E+04 4.5E-05 1 

c1035.1 - c1039.1 4.7E+04 3.7E-05 0,8 

c597.1 - c868.1 5.3E+04 3.4E-04 6 

c597.1 - c870.1 5.3E+04 3.7E-04 7 

c597.1 - c1039.1 5.6E+04 3.7E-04 7 

c600.1 - c868.1 3.5E+04 1.8E-04 5 

c600.1 - c870.1 3.5E+04 1.9E-04 5 

c600.1 - c1039.1 2.9E+04 1.8E-04 6 

Ejemplo 58: Medición de la afinidad de unión de moléculas biespecíficas para PDGFR-β/VEGF-A por VEGF-A 
humano recombinante por resonancia de Plasmón superficial 

Se evaluaron moléculas biespecíficas para la afinidad de unión a VEGF-A humano recombinante. Se midieron las 
constantes de asociación y disociación para la interacción de las moléculas biespecíficas con VEGF-A. La afinidad 
de unión se midió usando estas constantes medidas. 5 

Materiales y procedimientos 

Las mediciones de cinética y afinidad de unión se realizaron en un sistema Biacore T-100™ (GE Healthcare, 
Piscataway, NJ). Los procedimientos se programaron usando el software de control Biacore T-100™ v1.1.1. Todos 
los estudios se hicieron a 25 ºC y las muestras se almacenaron a 8 ºC en el toma-muestras automático. Se 
inmovilizó VEGF-A humano recombinante en un chip sensor CM4 usando una mezcla de EDC 0,4 M [N-etil-N'-(3-10 
dietilamino-propil) carbodiimida] y NHS 0,1 M (N-hidroxisuccinimida). La proteína se diluyó en acetato sódico 10 mM 
pH 5,0 hasta una concentración de 2 µg/ml. La densidad de inmovilización fue de aproximadamente 13 RU. Después 
de la inmovilización, las celdas restantes se bloquearon con etanolamina 1 M y la proteína unida de forma no 
específica se retiró lavando con glicina 10 mM, pH 1,5. 

Las moléculas biespecíficas para PDGFR-β/VEGF-A se diluyeron en tampón HBS-EP (HEPES 10 mM, NaCl 150 15 
mM, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,005 %, 1 mg/ml de BSA, pH 7,4). Se hicieron diluciones 1:3 en serie del 
analito en tampón HBS-EP de 100 nM a 0,015 nM. La molécula biespecífica se inyectó sobre las celdas de flujo. Se 
realizaron inyecciones individuales de las series de concentración de concentraciones bajas a altas, seguidas por 
inyección replicada de las series de muestras. El analito se inyectó a 30 µl/min durante 9 minutos (tiempo de 
asociación). El tiempo de disociación para cada inyección de analito fue de 15 minutos. También se hicieron 20 
inyecciones de tampón para sustraer el ruido y la desviación del instrumento. 

El análisis de los datos se realizó con el software de evaluación Biacore T100. Basándose en la unión de la molécula 
biespecífica dimérica a VEGF-A humano dimérico, se determinó que el modelo de unión bivalente era apropiado, y 
las curvas de unión resultantes se ajustaron a este modelo. El modelo de unión bivalente mide dos valores para la 
constante de asociación (ka1 y ka2) y la constante de disociación (kd1 y kd2). La afinidad de unión global (KD1) se 25 
obtuvo dividiendo la kd1 entre la ka1. 

Resultados 

Las constantes cinéticas obtenidas para las diversas moléculas biespecíficas se resumen en la Tabla 30. Moléculas 
biespecíficas con grupos comunes de la familia anti-VEGF-A mostraron afinidades de unión razonablemente 
similares y los datos se ajustan bien al modelo de unión bivalente. La mayoría de las moléculas se unieron al VEGF-30 
A con baja afinidad nM. 
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Tabla 30: Afinidad de unión de moléculas biespecíficas por VEGF-A humano recombinante 

Molécula ka1 (1/Ms) kd1 (1/s) KD1 (nM) 

c941.1 - c868.1 3.6E+05 4.0E-04 1 

c941.1 - c1039.1 2.1E+05 2.5E-04 1 

c1035.1 - c868.1 7.1E+04 1.2E-04 2 

c1035.1 - c1039.1 21E+05 2.1E-04 1 

c597.1 - c868.1 3.4E+04 1.1E-04 3 

c597.1 - c1039.1 5.4E+04 1.1E-04 2 

c600.1 - c868.1 3.2E+04 1.6E-04 5 

c600.1 -c1039.1 6.1E+04 1.5E-04 2 

Ejemplo 59: Confirmación de co-unión de moléculas biespecíficas de PDGFR-β/VEGF-A tanto a PDGFR-β 
humano recombinante como a VEGF-A humano recombinante por resonancia de plasmón superficial 

Se evalúan moléculas biespecíficas para su capacidad de co-unirse simultáneamente a PDGFR-β humano 
recombinante (monomérico o dimérico) y VEGF-A humano recombinante. Se calculó la estequiometria molar de la 
co-unión.  5 

Materiales y procedimientos 

Las mediciones de cinética y afinidad de unión se realizaron en un sistema Biacore T-100™ (GE Healthcare, 
Piscataway, NJ). Los procedimientos se programaron usando el software de control Biacore T-100™ v1.1.1. Todos 
los estudios se hicieron a 25 ºC y las muestras se almacenaron a 8 ºC en el toma-muestras automático. Se 
inmovilizó VEGF-A humano recombinante en un chip sensor CM4 usando una mezcla de EDC 0,4 M [N-etil-N'-(3-10 
dietilamino-propil) carbodiimida] y NHS 0,1 M (N-hidroxisuccinimida). La proteína se diluyó en acetato sódico 10 mM 
pH 5,0 hasta una concentración de 2 µg/ml. La densidad de inmovilización fue de aproximadamente 13 RU. Después 
de la inmovilización, las celdas restantes se bloquearon con etanolamina 1 M y la proteína unida de forma no 
específica se retiró lavando con glicina 10 mM, pH 1,5. 

Las moléculas biespecíficas para PDGFR-β/VEGF-A se diluyeron en tampón HBS-EP (HEPES 10 mM, NaCl 150 15 
mM, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,005 %, 1 mg/ml de BSA, pH 7,4) a una concentración de 100 nM y se 
inyectó sobre las celdas de flujo a 10 µl/min durante 5 minutos. También se hicieron inyecciones de tampón para 
sustraer el ruido y la desviación del instrumento. 

Se preparó una concentración de saturación (500 nM) de PDGFR-β monomérico o PDGFRβ-Fc dimérico en tampón 
HBS-EP y se inyectó sobre las celdas de flujo. El analito se inyectó a 30 µl/min durante 10 minutos (tiempo de 20 
asociación). También se hicieron inyecciones de tampón para sustraer el ruido y la desviación del instrumento. 

El análisis de los datos se realizó con el software de evaluación Biacore T100. 

Resultados 

Primero se dejó que cada molécula biespecífica se uniera a VEGF-A humano inmovilizado y se formaran las curvas 
de unión. Posteriormente, se permitió que el monómero de PDGFR-β o el dímero de PDGFRβ-Fc se uniera a la 25 
molécula biespecífica capturada y unida a VEGF-A. Todas las moléculas biespecíficas fueron simultáneamente 
capaces de unirse tanto a VEGF-A como a PDGFR-β. La estequiometria molar de la unión para las diversas 
moléculas biespecíficas se resume en la Tabla 31. 

Tabla 31: Estequiometría molar de la unión de moléculas biespecíficas unidas a VEGF-A a PDGFRβ 
monomérico y dimérico 

Molécula PDGFRβ monomérico PDGFRβ-Fc dimérico 

c941.1 - c1039.1 0,8 a 1 0,5 a 1 

c1035.1 - c.868.1 1,8 a 1 0,8 a 1 
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(continuación) 

Molécula PDGFRβ monomérico PDGFRβ-Fc dimérico 

c1035.1 - c1039.1 1,6 a 1 0,9 a 1 

c597.1 - c1039.1 1,4 a 1 0,8 a 1 

c600.1 - c1039.1 1,1 a 1 0,7 a 1 

Ejemplo 60: Análisis farmacocinético de moléculas biespecíficas después de inyección intravenosa de una 
única dosis en ratones SCID hembra 

Las moléculas biespecíficas descritas en los ejemplos anteriores (véase, por ejemplo, el Ejemplo 30) tienen el Fc de 
IgG 1 humana, de tipo silvestre o con mutaciones que inhiben la unión a FcγR (Fc de función efectora negativa). 5 
Normalmente, la unión de estas moléculas a FcRn (receptor Fc neonatal) no se comprometería y, por lo tanto, se 
espera que estas moléculas tengan semivida en suero (t½) similar a los anticuerpos IgG clásicos. Se determinaron 
las propiedades farmacocinéticas de moléculas biespecíficas que comprenden el efector Fc de función efectora 
negativa después de inyección i.v. de una única dosis en ratones SCID hembra. 

Materiales y procedimientos 10 

Se usaron ratones SCID hembra de entre 8-10 semanas de edad (Charles River Laboratories) para todos los 
experimentos. Se inyectó a grupos de 24 ratones mediante la vena de la cola con 100 µg de molécula biespecífica 
en un volumen de 100 µl en histidina 25 mM, tampón NaCl 125 nM. Se recogió sangre completa en diversos 
momentos puntuales (0,5, 2, 6, 24, 72, 168, 336, y 504 h) de grupos de 3 ratones por punción cardiaca (en ratones 
anestesiados), se recogió el suero y se almacenó a -80 ºC. La cantidad de molécula biespecífica en suero se 15 
determinó en las diversas muestras usando un ELISA limitado. 

Se inmovilizó VEGF-A humano recombinante en plástico (placas de fondo plano de 96 pocillos). Se generaron 
diluciones en serie del suero aislado de los ratones y se añadieron a los pocillos recubiertos con VEGF-A humano 
(capturada de moléculas biespecíficas). Se usó un anticuerpo biotinilado anti-IgG humana para unir la parte Fc de la 
molécula biespecífica capturada (en suero) seguido por detección usando estreptavidina-peroxidasa de rábano 20 
rusticano junto con el sustrato tetrametilobenzidina. Se usó una curva convencional usando molécula biespecífica 
reciente para calcular después la cantidad en suero. 

Los perfiles resultantes de concentración frente al tiempo se sometieron a análisis PK no compartimental usando 
Win-Nonlin 5.0.1 (Pharsight Inc, Mountain view, CA). Se calcularon los valores para el área bajo las curvas de 
concentración frente al tiempo extrapoladas a la afinidad (AUCINF) usando el procedimiento trapezoidal lineal con 25 
ponderación uniforme. 

Resultados 

Las concentraciones en suero de molécula biespecífica fueron cuantificables en todas las muestras ensayadas hasta 
el último momento puntual medido (504 h después de la dosis). Los análisis de estos datos se muestran en la Tabla 
32. Estos resultados demuestran que los biscFv c1035.1-c1039.1 y los biAb c597.1-c1039.1 y c600.1-c1039.1 tienen 30 
semividas en suero en el intervalo esperado de anticuerpos clásicos que contienen Fc. 

Tabla 32: Análisis farmacocinético de moléculas biespecíficas después de inyección i.v. de una única dosis 

Parámetro Unidades clo35.1-clo39.1 c597.1-c1039.1 c600.1-c1039.1 

C0 µg/ml 113 95,8 99,9 

AUC0-t hµg/ml 13200 12700 16900 

AUCINF h*µg/ml 24300 19200 28800 

AUC % extrapolado  % 45,7 33,8 41,3 

AUCinf/D h*µg/ml/µg 243 256 288 

t1/2,λz h 460 327 413 

VSS ml 2,65 1,78 1,98 
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(continuación) 

Parámetro Unidades clo35.1-clo39.1 c597.1-c1039.1 c600.1-c1039.1 

Cl ml/h 0,0041 0,0039 0,0035 

Ejemplo 61: Suero de ratones después de inyección de una única dosis de molécula biespecífica en ratones 
SCID neutraliza la actividad VEGF-A y PDGFRβ in vitro 

Se analizó el suero del Ejemplo 60 usando una captura de VEGF-A humano seguido por detección usando un ELISA 
de anticuerpo anti-IgG humana Fc. Para demostrar adicionalmente que las moléculas detectadas en suero son 
activas, se ensayó el suero aislado para la actividad neutralizante en ensayos que ensayan la función de activación 5 
de VEGF-A y PDGFRβ. 

Materiales y procedimientos 

Se diluyó el suero aislado de los gráficos PK (0,5 y 504 h) en suero al 10 % y se ensayó para la actividad 
neutralizante. Para la actividad neutralizante contra VEGF-A, se usó el ensayo descrito en el Ejemplo 11 (actividad 
luciferasa inducida por VEGF-A humano en células 293/VEGFR2). Para la actividad neutralizante contra PDGFRβ, 10 
se usó el ensayo de fosforilación de PDGFRβ inducida por PDGF-BB descrito en el Ejemplo 22. Como controles, se 
usaron moléculas biespecíficas con adiciones recientes en suero SCID al 10 % para neutralizar la actividad. 

Resultados 

Como se muestra en la Tabla 33, el suero de ratones inyectados con moléculas biespecíficas neutralizaba de forma 
eficaz la actividad de VEGF-A y PDGFRβ humano. La actividad fue similar a la observada con molécula biespecífica 15 
con adiciones recientes en suero. Estos datos demuestran que las moléculas biespecíficas son activas en suero 
durante hasta al menos 504 h después de una única inyección. 

Tabla 33: Neutralización de la actividad VEGF-A y PDGFRβ in vitro con suero de ratones SCID a los que se ha 
inyectado anticuerpos biespecíficos para PDGFRβ/VEGF-A 

Molécula Ejemplo CI50 (nM) de VEGF-A CI50(nM) de PDGFRβ 

  0,5 h 504 h 0,5 h 504 h 

c1035.1-c1039.1 Adiciones recientes 0,52 0,52 0,7 0,7 

 Ratón Nº 1 0,50 0,83 2,1 3,0 

 Ratón Nº 2 0,54 0,51 1,9 1,9 

 Ratón Nº 3 0,53 0,52 1,5 1,8 

c597.1-c1039.1 Adiciones recientes 0,41 0,44 1,4 1,4 

 Ratón Nº 1 0,67 1,03 1,6 3,6 

 Ratón Nº 2 0,71 0,96 1,5 2,9 

 Ratón Nº 3 ND 0,67 ND 1,4 

ND = no determinado debido a cuestiones técnicas con la muestra 

Ejemplo 62: Mapeado de epítopos de anticuerpos anti-VEGF-A 

Se evaluaron los anticuerpos monoclonales contra VEGF-A humano producidos por los clones c636, c868, c870 y 
c1039 para su unión peptídica a VEGF-A humano usando los portaobjetos JPT VEGF-A RepliTope™. 20 

Material y procedimientos 

Cada portaobjetos JPT constaba de 3 réplicas de la siguiente serie. Cada serie constaba de fragmentos de 13aa 
solapantes y sucesivos de VEGF-A (manchas 1-78), seguidos por fragmentos de 20aa solapantes y sucesivos de 
VEGF-A (manchas 85-115). Además, manchas de control de cada anticuerpo de ensayo e IgG de ratón y humana 
flanqueaban la parte superior, inferior, y los laterales de cada serie. 25 
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Se completó una serie de experimentos para determinar la capacidad de unión de los scFv c636, c870, c1039, y 
c868 frente a péptidos lineales sintéticos de la proteína VEGF-A humana. Los scFv anti-VEGF-A humano se 
marcaron con marcas epitópicas His/Myc. Se aplicó una solución de 10-100 µg/ml de los anticuerpos a los 
portaobjetos de péptido. Después se aplicaron anticuerpos anti-His y/o anti-Myc a los portaobjetos. Las señales se 
amplificaron con Tiramida Biotinilada de acuerdo con el procedimiento especificado por el kit (Renaissance® TSA™ 5 
Biotin System, PerkinElmer, nº NEL700A). Los anticuerpos unidos se visualizaron usando estreptavidina fosfatasa 
alcalina y un colorante rojo permanente DAKO. 

Los datos se compilaron usando un escáner artesano de portaobjetos de microscopio que constaba de un 
microscopio invertido Nikon Eclipse TE2000U, una plataforma motorizada ASI MS-2000, una cámara Photometrics 
Cascade II 512 y un sistema de iluminación fluorescente X-cite 120. La intensidad de la señal se analizó usando el 10 
software de imágenes MetaMorph v7.1. 

Resultados 

Las posiciones y secuencias de los péptidos de unión se muestran en la siguiente Tabla 34. Los números indican el 
porcentaje de intensidad de señal del péptido respecto a las intensidades de señal globales. 

Tabla 34: Unión de anticuerpos Anti-VEGF-A a péptidos derivados de VEGF-A 

ID del péptido Secuencia del péptido Unidad funcional c1039 c636 c868 c870 

7 HEVVKFMDVYQRS (SEC ID Nº:544) α1 3 % 7 % 6 % 4 % 

8 VVKFMDVYQRSYS (SEC ID Nº:545) α1 6 % 14 % 9 % 14 % 

9 KFMDVYQRSYSHP (SEC ID Nº:546) α1 7 % 15 % 10 % 17 % 

10 MDVYQRSYSHPIE (SEC ID Nº:547) α1 5 %    

11 VYQRSYSHPIETL (SEC ID Nº:548) α1 7 %  12 % 6 % 

18 DIFQEYPDEIEYI (SEC ID Nº:549) α2 3 %    

19 FQEYPDEIEYIFK (SEC ID Nº:550) α2 5 % 4 %   

20 EYPDEIEYIFKPS (SEC ID Nº:551) β2 3 %    

23 EYIFKPSSVPLMR (SEC ID Nº:552) α2-β2 9 % 18 % 14 % 32 % 

24 IFKPSSVPLMRSG (SEC ID Nº:553) α2-β2 7 % 15 % 9 % 25 % 

34 LESVPTEESNITM (SEC ID Nº:554) β4-β5     

36 PTEESNITMQIMR (SEC ID Nº:555) β4-β5  5 % 6 %  

37 EESNITMQIMRIK (SEC ID Nº:556) β5 4 % 3 % 4 %  

38 SNITMQIMRIKPH (SEC ID Nº:557)   3 %   

39 ITMQIMRIKPHQG (SEC ID Nº:558) β5 3 % 6 % 6 % 1 % 

41 IMRIKPHQGQHIG (SEC ID Nº:559) β5-β6  8 % 7 %  

59 PSGPSSERRKHLF (SEC ID Nº:560) postβ7* 13 % 3 % 20 %  

60 GPSSERRKHLFVQ (SEC ID Nº:561) postβ7* 5 %    

75 ARQLELNERTSRS (SEC ID Nº:562) postβ7* 7 %    

76 QLELNERTSRSDK (SEC ID Nº:563) postβ7* 4 %    

77 ELNERTSRSDKPR (SEC ID Nº:564) postβ7* 4 %    

78 LNERTSRSDKPRR (SEC ID Nº:565) postβ7* 4 %    

* La región "post β7" es el dominio de unión a heparina de la molécula VEGF. 
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Los 4 anticuerpos ensayados mostraron un sitio de unión específico alrededor de la región α2-β2. Los datos 
indicaron que los anticuerpos de ensayo podían clasificarse en dos categorías: el anticuerpo c636 y c870 preferían 
el lado C-terminal de VEGF-A, mientras que el anticuerpo c1039 y c868 tenía unión más fuerte hacia el lado N-
terminal de la proteína. El anticuerpo c870 tenía la menor cantidad de péptidos de unión mientras que el anticuerpo 
c1039 tenía el patrón de unión más disperso. Los dos principales sitios de unión de cada anticuerpo se enumeran en 5 
la siguiente Tabla 35. 

Tabla 35: Sitios de unión anti-VEGF-A principales 

Rangos de unión c1039 c636 c868 c870 

1 postβ7 α2-β2 postβ7 α2-β2 

2 α2-β2 α1 α2-β2 α1 

Ejemplo 63: Mapeado de epítopos de anticuerpos anti-PDGFRβ 

Sumario 

El propósito de este estudio fue determinar los sitios de unión de moléculas anti-PDGFRβ usando un inmunoensayo 
de microserie de péptidos. En este estudio, se usó la tecnología de microserie de péptidos JPT para evaluar cinco 10 
moléculas anti-PDGFRβ: Fab c597 anti-PDGFRβ, scFv c1035 anti-PDGFRβ, scFv c941 anti-PDGFRβ, IgG1 c600 
anti-PDGFRβ, scFv c1232 anti-PDGFRβ, y un anticuerpo monoclonal de ratón anti-PDGFRβ (E9899). 

Materiales y procedimientos 

Se preparó la microserie de péptidos RepliTope™ como una serie de fragmentos peptídicos solapantes de PDGFRβ 
humano (solapamientos de 20aa y desplazamientos de 5aa). Se imprimieron tanto las manchas de control como los 15 
péptidos en tres series replicadas idénticas por portaobjetos para la reproducibilidad dentro de la placa. Todos los 
péptidos y los anticuerpos de control incluyendo las moléculas de unión se unen covalentemente por química de 
inmovilización selectiva usando la función amino de las cadenas laterales de lisina. Las manchas de control 
constaban de: IgG humana, IgG de cabra, IgG de ratón, scFv c1035, Fab c597 y scFv c941. 

El mapeado de epítopo se determinó detectando la unión de la molécula anti-PDGFRβ a PDGFRβ humano en 20 
portaobjetos RepliTope™. Como control adicional, se ensayaron un anticuerpo monoclonal de ratón anti-PDGFRβ 
humano (E9899; control +) y scFv anti-VEGF-A (control -). Antes de procesar los portaobjetos, se ensayó cada 
molécula anti-PDGFRβ en un dot blot para determinar las concentraciones de trabajo aproximadas de los 
anticuerpos primario y secundario. Cada experimento se procesó por duplicado. 

Se incubaron los portaobjetos RepliTope™ durante una hora con moléculas anti-PDGFRβ diluidas con PB. Las 25 
moléculas anti-PDGFRβ marcadas con His6 (c1035, c941, c597 y c1232) se tiñeron con un anticuerpo secundario 
anti-his6 como se describe en el procedimiento resumido posteriormente. C600, una IgG 1 anti-PDGFRβ se tiñó con 
un anticuerpo de cabra secundario específico anti-fragmento F(ab')2 humano Fcγ. E9899, un anticuerpo monoclonal 
de ratón, se tiñó con un anticuerpo de cabra específico anti-fragmento F(ab')2 de ratón Fcγ. Después de las 
incubaciones con tiramida biotinilada y estreptavidina y las posteriores etapas de lavado con TNT, los portaobjetos 30 
se revelaron con rojo permanente DAKO incubando a TA hasta que las manchas llegaron a ser visibles pero antes 
de que se revelara la tinción de fondo (1-30 minutos). El revelado del color se detuvo aclarando con dH2O. los 
portaobjetos se secaron con nitrógeno y las manchas de péptidos se visualizaron tanto con un microscopio de 
campo brillante como uno fluorescente. Las imágenes de la placa se exploraron a aumento 4x usando formación de 
imágenes de fluorescencia y el software MetaMorph versión 7.1. Las imágenes se visualizaron para facilitar el 35 
análisis de los péptidos de unión anti-PDGFRβ usando Adobe Photoshop. Las manchas de los péptidos de unión se 
determinaron manualmente y se confirmaron por análisis visual. Los resultados del análisis de la microserie de 
péptidos se resumen en la siguiente Tabla 36. 
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Tabla 36: Secuencias peptídicas de unión de PDGFRβ humano determinadas por microserie de péptidos JPT  

Anticuerpo Secuencia de aminoácidos del péptido 
Nº de manchas 

de péptido. 
Dominio tipo 

Ig 

scFv anti-PDGFRβ,   
(c1035) 

186RSYISKTTIGDREYDSDAYY205 (SEC ID 

Nº:566) 
38 D2 

 

 

191KTTIGDREVDSDAYYVYRLQ210 (SEC ID 

Nº:567) 

39 D2 

 

 

196DREVDSDAYYVYRLQVSSIN215 (SEC ID 

Nº:568) 

40 D2, 

bucle D2/D3 

 

 

251RKESGRLVEPVTDFLLDMPY210 (SEC ID 

Nº:569) 

51 D3 

    

Fab anti-PDGFRβ, (c597) 
251RKESGRLVEPVTDFLLDMPY270 (SEC ID  

Nº:569) 

51 D3 

    

IgG1 anti-PDGFRβ,    
(c600) 

251RKESGRLVEPVTDFLLDMPY270 (SEC ID 

Nº:569) 

51 D3 

    

scFv anti-PDGFRβ, (c941) 

136LVVTLHEKKGDVALPVPYDH175 (SEC ID 

Nº:649) 
32 D2 

 

 

191KTTIGDREVDSDAYYVYRLQ210 (SEC ID 

Nº:567) 

39 D2 

 

 

231ITLMCIVIGNEVVNFEWTYP250 (SEC ID 

Nº:650) 

47 D3 

 

 

251RKESGRLVEPVTDFLLDMPY270 (SEC ID 

Nº:569) 

51 D3 

Ejemplo 64: Identificación de anticuerpos biespecíficos neutralizantes anti-VEGF usando el ensayo de 
luciferasa basado en células 293/KDR/KZ136/c22 inducido por VEGF-A  

Para seleccionar moléculas biespecíficas para su capacidad de neutralizar la actividad de VEGF-A se realizó un 
ensayo de luciferasa basado en células. Se sembraron células 293/KDR/KZ136/c22 a una densidad de siembra de 5 
10.000 células por pocillo en placas blancas opacas de 96 pocillos tratadas con cultivo tisular (Costar nº 3917) en 
100 µl de medio completo (DMEM, suero bovino fetal (FBS) al 10 %, piruvato sódico 1X, GlutaMax (Invitrogen) 1X) y 
se incubaron 48 horas en una incubadora de CO2 al 5 % humidificada a 37° ºC. Después de 48 horas, se retiró el 
medio completo por aspiración de vacío y se remplazó con 100 µl de medio sin suero (DMEM, piruvato sódico 1X, 
GlutaMax (Invitrogen) 1X) y se incubaron durante una noche. Al día siguiente, se diluyeron en serie las moléculas 10 
neutralizantes de VEGF-A candidatas de 200 nM hasta 12 pM a diluciones 1:5 junto con un agente no neutralizante 
(medio solamente) en medio sin suero. A éstas, se añadió un volumen igual de VEGF-A165 a 0,54 nM para una 
concentración final de VEGF-A 0,26 nM y 100 nM a 6 pM de molécula neutralizante o control positivo. 

Estas se incubaron durante 60 minutos a 37 ºC. Después de la incubación, se retiró por aspiración el medio de las 
células privadas de suero y se añadieron 100 µl de los complejos anteriores y se incubaron a 37 ºC durante 4 horas. 15 

Después de 4 horas de incubación, se realizó un ensayo de luciferasa usando el sistema de ensayo de luciferasa 
(Promega, E1501) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, se aspiró el medio y se añadieron 
25 µl de tampón is 1X (Promega, E153A) a cada pocillo. Las placas se incubaron durante 20-30 minutos a TA para 
equilibrarlas. La actividad luciferasa se midió usando un luminómetro de microplaca (Berthold Technologies), 40 µl 
de inyección de sustrato, 1 segundo de tiempo de integración. Los datos se analizaron usando un software analítico 20 
(Spotfire) y se calcularon los valores de CI50 para cada candidato y control. 

La acción de unión de VEGF-A165 a su receptor, VEGFR2 (KDR/Flk-1), induce una cascada de señalización que 
activa ATAT (transductor de señales y activador de la transcripción) y/o SRE (elemento de respuesta de suero), que 
dirige la transcripción del gen indicador de luciferasa. Una disminución en la actividad luciferasa indica que esta 
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señalización mediada por VEGF-A se está neutralizando. 

Resultados 

Se demostró inhibición significativa con varias moléculas biespecíficas exploradas (presentadas como valores de 
CI50 en la Tabla 37). Los valores de CI50 se indican como concentración nM de molécula biespecífica necesaria para 
neutralizar la actividad de VEGF en un 50 %. 5 

Tabla 37: Moléculas biespecíficas neutralizan la actividad luciferasa inducida por VEGF-A humano en 
células 293/KDR/ KZ136/c22 

Moléculas CI50 (nM) 

Avastin™ 0,3 

c597-c868 0,17 

c597-c870 0,13 

c597-c1039 0,09 

c600-c868 0,18 

c600-c870 0,07 

c600-c1039 0,03 

c1035-c868 0,2 

c1035-c870 0,05 

c1035-c1039 0,17 

c941-c868 0,28 

c941-c1039 0,21 

Ejemplo 65: Ensayo de proliferación para determinar la actividad neutralizante de biAb y biscFv anti-VEGF-A 
sobre células HUVEC estimuladas con VEGF-A 

Para seleccionar moléculas biespecíficas neutralizantes anti-VEGF-A (BiAb y BiscFv) que tuvieran una afinidad 
moderada por VEGF-A, se ejecutó un ensayo de 3H-timidina. Se usó VEGF-A165 humano recombinante como control 
positivo a 2,6 nM. Se usó medio DMEM-F12 (1:1) con insulina-transferrina-selenio 1x (medio sin suero, SFM; 10 
Invitrogen, Carlsbad, CA) como control negativo. Las moléculas biespecíficas se diluyeron en serie en SFM a 500 
nM, 50 nM, 5 nM, 0,5 nM, 0,05 nM, 0,005 nM, y 0,0005 nM. Se sembraron células endoteliales de la vena umbilical 
humana (HUVEC) en placas de fondo plano de 96 pocillos en un volumen de 100 µl a una densidad de 900-1000 
células por pocillo. Las células HUVEC se sembraron durante 2 días en medio EGM-2 MV completo (Lonza, 
Walkersville, MD) a 37°C, CO2 al 5 %. Las células se privaron de suero con SFM durante 24 horas, se estimularon 15 
durante 24 horas con 2,6 nM con o sin el scFv contra-VEGF-A diluido en serie, y se pulsaron durante 24 horas con 1 
µCi por pocillo de 3H-timidina, que se incorpora en células en proliferación (todo a 37°C, CO2  al 5 %). Las células se 
recogieron y se contaron usando el instrumento Topcount (Hewlett Packard). 

Resultados 

Una gran cantidad de moléculas biespecíficas exploradas en el ensayo mostraron potente neutralización de 20 
proliferación de HUVEC inducida por VEGF, como se observa por bajos valores nM de CI50 mostrados en las 
siguientes Tablas 38 y 39. 

Tabla 38: Actividad de neutralización de BiAb y dímero anti-VEGF-A en ensayo de proliferación de HUVEC 

BiAb y dímeros CI50 (nM) de proliferación 

c597-c1111 0,13 

c597-c868 0,21 - 0,60 

dímero c868 0,22 

c600-c868 0,75 

c597-c870 0,34-0,77 
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(continuación) 

BiAb y dímeros CI50 (nM) de proliferación 

c600-c870 0,73 

c597-c1039 0,04 - 0,54 

c600-c1039 0,46 - 0,52 

c597-c1081 10,08 

c597-c1092 2,33 

 

Tabla 39: Actividad de neutralización de Bisc anti-VEGF-A en ensayo de proliferación de HUVEC 

BiscFv CI50 (nM) de proliferación 

c941-c868 0,99 

c1035-c868 0,49 - 0,72 

c1035-c870 1,1 

c941-c1039 0,57 - 0,84 

c1035-c1039 0,44 - 0,59 

Ejemplo 66: Ensayo de reactividad cruzada de scFv de unión a VEGF-A y anticuerpos biespecíficos contra 
VEGF-A murino usando el ensayo de fosforilación de VEGFR2 

Para seleccionar moléculas candidatas (scFv, Fab, y anticuerpos biespecíficos) por su capacidad de neutralizar la 5 
actividad de VEGF-A murino, se realizó un ensayo Luminex basado en células que mide la fosforilación de VEGFR2 
(KDR/Flk-1). Como mVEGF-A164 reaccionará de forma cruzada con VEGFR2 humano, puede usarse un sistema 
indicador basado en VEGFR2 humano. Se sembraron células 293/KDR/KZ136/c22 a una densidad de 20.000 
células por pocillo en 100 µl de medio completo (DMEM, suero bovino fetal (FBS) al 10 %, piruvato sódico 1X, 
GlutaMax (Invitrogen) 1X) en placas de cultivo tisular transparentes de 96 pocillos y se dejaron adherir durante una 10 
noche. El siguiente día, se retiró el medio completo por aspiración de vacío y se remplazó con 100 µl de medio sin 
suero (DMEM, piruvato sódico 1X, GlutaMax (Invitrogen) 1X). Las células se incubaron durante una noche. 

El siguiente día, se diluyeron en serie las moléculas neutralizantes de VEGF-A candidatas (scFv, Fab) de 200 nM a 
12 pM en diluciones 1:5 junto con un agente no neutralizante (medio solamente) en medio sin suero. Se usó 
VEGFR2-Fc como control positivo para la neutralización. A esto, se añadió un volumen igual de mVEGF-A165 a (493-15 
MV-005, R&D Systems) a 0,54 nM para una concentración final de VEGF-A 0,26 nM y de 100 nM a 6 pM de 
molécula neutralizante o control positivo. Esto se incubó durante 60 minutos a 37 ºC. 

Después de la incubación, se retiró el medio de las células privadas de suero por aspiración con vacío y se remplazó 
con 100 µl de los complejos anteriores. Las células se incubaron durante 10 minutos a 37 ºC. Después de la 
incubación, se retiró el medio por aspiración con vacío y las células se lavaron suavemente con 100 µl de solución 20 
salina tamponada con fosfato enfriada en hielo (PBS, Invitrogen). El PBS se retiró por aspiración con vacío y las 
células se lisaron en 25 µl de tampón de lisis NP-40 (Invitrogen Nº Cat. FNN0021) que contenía PMSF 1 mM (Sigma, 
P-2714 en DMSO) y 1 minicomprimido completo por 10 ml (Roche, 11836153001). 

Los lisados se incubaron durante 20 minutos a 4 ºC en un agitador de plataforma y se centrifugaron a 3000 rpm 
durante 10 minutos a 4 ºC para aclarar los lisados. Los lisados se transfirieron a una nueva placa de microtitulación 25 
de 96 pocillos y se colocaron a -20 ºC hasta el ensayo. 

Para el ensayo de Luminex de fosforilación de VEGFR2, se usó el kit de reactivo de tampón de proteína intracelular 
(Invitrogen LHB0002) y el kit de perlas de anticuerpo contra VEGFR2 [pY1059] (Invitrogen LH00601) de acuerdo con 
las instrucciones del fabricante. Los lisados se descongelaron y mezclaron 1:5 con 80 µl de diluyente de ensayo. Los 
pocillos de una placa de filtración por vacío Luminex se pre-humedecieron con 200 µl de solución de lavado de 30 
trabajo. Las perlas diluidas se añadieron a 25 µl por pocillo y se lavaron 2x con 200 µl de solución de lavado de 
trabajo. Después del lavado, se añadieron 50 µl de lisado diluido, y 50 µl del anticuerpo detector diluido a cada 
pocillo y las placas se cubrieron con papel de plata y se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente (TA) en 
un agitador de plataforma a 500 rpm. Después de la incubación, las perlas se lavaron 2x con 200 µl de solución de 
lavado de trabajo y después se añadieron 100 µl de anticuerpo diluido anti-IgG de conejo-RPE a cada pocillo y las 35 
placas se cubrieron con papel de plata y se incubaron durante 30 minutos a TA en un agitador de plataforma a 500 
rpm. Después de la incubación, las perlas se lavaron 3x con 200 µl de solución de lavado de trabajo, y se re-
suspendieron en 200 µl de solución de lavado de trabajo. Las perlas se re-suspendieron durante 30 segundos en un 
agitador de plataforma a 500 rpm y se leyeron en un instrumento Luminex-100 (BioRad). Los datos se analizaron 
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usando un software analítico (Spotfire) y se calcularon los valores de CI50 para cada candidato y control. 

Resultados 

La acción de la unión de mVEGF-A164 al receptor humano, VEGF-R2 (KDR/Flk-1), induce la fosforilación del 
receptor. Este ensayo basado en Luminex une VEGF-R2 total a una perla marcada de forma fluorescente conjugada 
a un anticuerpo anti-VEGFR2. Se usa un anticuerpo secundario que detecta la fosforilación en [pY1059] para 5 
detectar cuanto VEGFR2 se ha fosforilado. Como se muestra en la siguiente Tabla 40, varios scFv que 
neutralizaban la actividad VEGF-A humana también inhibían la actividad VEGF de ratón en este ensayo: los 
anticuerpos biespecíficos que contenían estos mismos scFv también neutralizaban la actividad VEGF-A de ratón. 

Tabla 40: Neutralización de la actividad VEGF-A de ratón por scFv específicos de VEGF-A y anticuerpos 
biespecíficos 

scFv/Anticuerpos biespecíficos CI50 (nM) 

c868 n/a 

c870 0,16 

c636 0,28 

c1036 0,22 

c1090 0,27 

c1044 0,09 

c1155 0,19 

c1476 n/a 

c1410 0,24 

c1094 0,55 

c1135 0,12 

c1257 n/a 

c1270 n/a 

c1080 0,07 

c1039 n/a 

c1035/c1039 biscFv n/a 

c1035/c868 biscFv n/a 

c597/c870 biAb 0,16 

n/a = actividad clara identificada 

Ejemplo 67: Ensayo de proliferación para determinar la actividad de neutralización de scFv sobre células 
HUVEC estimuladas con VEGF-A de ratón (VEGF-A164) 10 

Para seleccionar scFv de neutralización de VEGF-A de ratón, se ejecutó un ensayo de 3H-timidina. Se usó VEGF-
A165 de ratón recombinante como control positivo a 2,6 nM. Se usó medio DMEM-F12 (1:1) con insulina-transferrina-
selenio 1x (medio sin suero, SFM; Invitrogen, Carlsbad, CA) como control negativo. Las moléculas scFv se diluyeron 
en serie en SFM a 500 nM, 50 nM, 5 nM, 0,5 nM, 0,05 nM, 0,005 nM, y 0,0005 nM. Se sembraron células 
endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) en placas de fondo plano de 96 pocillos en un volumen de 100 µl 15 
a una densidad de 900-1000 células por pocillo. Las células HUVEC se sembraron durante 2 días en medio EGM-2 
MV completo (Lonza, Walkersville, MD) a 37°C, CO2 al 5 %. Las células se privaron de suero con SFM durante 24 
horas, se estimularon durante 24 horas con 2,6 nM con o sin el scFv contra-VEGF-A diluido en serie, y se pulsaron 
durante 24 horas con 1 µCi por pocillo de 3H-timidina, que se incorpora en células en proliferación (todo a 37°C, CO2  
al 5 %). Las células se recogieron y se contaron usando el instrumento Topcount (Hewlett Packard). 20 

Resultados 

Una gran cantidad de scFv exploradas en el ensayo mostraron potente neutralización de proliferación de HUVEC 
inducida por VEGF de ratón, como se observa por bajos valores nM de CI50 mostrados en la siguiente Tabla 41. 
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Tabla 41: Neutralización de proliferación de HUVEC inducida por VEGF-A de ratón por scFv específicos de 
VEGF-A  

scFv CI50 (nM) 

c868 n/a 

c870 0,36 

c636 n/a 

c1036 0,46 

c1090 0,59 

c1044 0,79 

c1155 0,41 

c1476 n/a 

c1410 nd 

c648 974 

c1094 2,84 

c1135 0,51 

c1257 637 

c1270 n/a 

c1080 0,44 

Ejemplo 68: Ensayo Luminex para determinar la reactividad cruzada de sFab y scFv anti-PDGFRβ con 
PDGFRβ de ratón 

Para explorar la reactividad cruzada de scFv contra PDGFRβ humano, se realizó un ensayo basado en Luminex. El 
ensayo detecta la cantidad de PDGFRβ fosforilado que está presente en lisados celulares. Se sembraron 5 
fibroblastos embrionarios murinos (3T3-Swiss albino, Swiss; American Type Culture Collection, Manassas, VA) en 
placas de fondo plano de 96 pocillos (Falcon, Colorado Springs, CO) a una densidad de 1.000 células por pocillo en 
una volumen de 100 µl en medio completo (medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suero bovino fetal al 
5 % (FBS)) y se incubaron a 37°C en CO2 al 5 %. Después de 24-48 horas, se remplazó con medio DMEM-F12 (1:1) 
con insulina-transferrina-selenio 1x (Invitrogen, Carlsbad, CA; medio sin suero, SFM) y las células se incubaron 10 
como anteriormente durante 18-24 horas adicionales. Las moléculas neutralizantes de PDGFRβ (scFv, Fab) o la 
molécula de control quimérica de PDGFRβ murino-Fc humano (R&D Systems, nº 1042-PR-100) se diluyeron en 
serie 1:4 de 2000 nM a 0,02 nM en SFM. Las células privadas de suero se incubaron con 150 µl de SFM o las 
moléculas anti-PDGFRβ tituladas en SFM durante 1 hora a 37 ºC en CO2 al 5 %. Las células después se pulsaron 
con 50 µl de PDGF-BB 1,6 nM (concentración final 0,4 nM, CE80, concentración eficaz al 80 %) durante 10 minutos a 15 
37 ºC en CO2 al 5 %. Se incluyeron pocillos de control sin estimulación con PDGF-BB. Las células después se 
lavaron con tampón de lavado celular Bio-Plex y se lisaron en tampón de lisis suministrado en el kit de ensayo de 
acuerdo con las directrices del fabricante (BioRad, Hercules, CA), y los sobrenadantes celulares se congelaron a -20 
ºC. A sobrenadantes celulares descongelados, se añadieron perlas fosfo-PDGFRβ 1x y se incubaron a temperatura 
ambiente en un agitador durante 18 horas. Se añadió anticuerpo de detección a las perlas lavadas y se incubaron a 20 
temperatura ambiente en un agitador durante 30 minutos, y después se incubó estreptavidina-PE con las perlas a 
temperatura ambiente durante 15 minutos. 

Las perlas se re-suspendieron en tampón de re-suspensión Bio-Plex y se analizaron en un lector de serie Bio-Plex 
(Bio-Rad Laboratories). 

Resultados: Ninguno de los scFv o Fab analizados eran neutralizante contra PDGFRβ de ratón. 25 

Ejemplo 69: Identificación de BiscFv y BiAb neutralizantes contra PDGFRβ usando un ensayo de 
proliferación de fibroblastos inducida por PDGF 

Para seleccionar moléculas candidatas biespecíficas (biscFv, biAb) por su capacidad de neutralizar la proliferación 
inducida por activación por PDGF-AB, -BB, -CC y –DD de los fibroblastos dérmicos humanos con PDGFRβ humano, 
se ejecutó un ensayo de 3H-timidina. El ensayo mide la cantidad de nucleótido radiomarcado incorporado en ADN de 30 
células en proliferación. Se sembraron fibroblastos dérmicos humanos (HDF) en placas de fondo plano de 96 
pocillos (Falcon, Colorado Springs, CO) a una densidad de 1.000-1.500 células por pocillo en 100 µl de medio 
completo (MEMα (Invitrogen, Carlsbad, CA) + suero bovino fetal al 10 %) a 37 ºC en CO2 al 5 %. Después de 24 
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horas, se remplazó el medio completo con medio DMEM-F12 (1:1) con insulina-transferrina-selenio 1x, fracción V de 
albumina sérica bovina al 0,1 %, piruvato Na 1 mM, L-glutamina 2 mM (Invitrogen, Carlsbad, CA; medio sin suero, 
SFM) y las células se incubaron como anteriormente durante 18-24 horas adicionales. Las moléculas biespecíficas 
(biscFv, biAb) o un anticuerpo de control monoclonal contra PDGFRβ (E9899) se diluyeron en serie 1:10 de 200 nM 
a 0,002 nM en SFM en presencia de un nivel constante de PDGF-BB humano (0,2 nM, CE80, concentración eficaz al 5 
80 %), PDGF-AB humano (3 nM, CE80, R&D systems), PDGF-CC humano (1 nM, CE80) o PDGF-DD humano (0,2 
nM, DE80). Las células privadas de suero se incubaron con 100 µl de SFM, ligandos PDGF a CE80 en SFM, o las 
moléculas anti-PDGFRβ tituladas con ligandos PDGF a CE80 en SFM. Después de 6-8 horas, se añadió un 1 µCi de 
3H-timidina (Amersham, Piscataway, NJ) a cada pocillo y las células se incubaron de forma normal durante 18-24 
horas. Las células se recogieron en placas de filtro y se determinó la incorporación de 3H-timidina usando una 10 
maquina Packard Topcount. 

Resultados 

Los BiscFv y BiAb mostraron potente neutralización de la proliferación de fibroblastos primarios humanos inducida 
por los ligandos PDGF-AB, -BB, -CC y –DD como se muestra por los bajos valores nM de CI50 en la siguiente Tabla 
42. La neutralización de la proliferación inducida por PDGF-AB y PDGF-CC de los HDF indica que las moléculas 15 
biespecíficas no solamente neutralizan el homodímero de PDGFRβ sino también el heterodímero de 
PDGFRβ/PDGFRα. 

Tabla 42: Neutralización de proliferación de fibroblastos humanos inducida por PDGF por BiscFv y BiAb 
específicos de PDGFRββββ  

BiscFv CI50 (nM) 

 PDGF-AB PDGF-BB PDGF-CC 

162.62.62 0,178 0,13-0,55 4,12 

c1035.1 / c868.1 0,06 0,2-0,5 0,09 

c1035.1/ c1039.1 0,13 0,09 ND 

Biab    

c597.1/c1039.1 ND 0,22 ND 

c600.1/c1039.1 ND 0,37 ND 

ND: No determinado 

Ejemplo 70: Identificación de BiscFv y BiAb neutralizantes contra PDGFRβ usando ensayo de proliferación 
de pericitos inducida por PDGF-BB 

Para seleccionar moléculas candidatas biespecíficas (biscFv, biAb) por su capacidad de neutralizar la proliferación 20 
inducida por la activación por PDGF-BB del PDGFRβ humano, se ejecutó un ensayo de 3H-timidina. El ensayo mide 
la cantidad de nucleótido radiomarcado incorporado en ADN de células en proliferación. Se sembraron pericitos 
vasculares de cerebro humano (HBVP; ScienCell Research, San Diego, CA) en placas de fondo plano de 96 pocillos 
(Falcon, Colorado Springs, CO) a una densidad de 500-2000 células por pocillo en 150 µl de medio completo (medio 
de pericitos ScienCell (PM) más suplementos ScienCell de suero bovino fetal, suplemento de cultivo de pericitos, y 25 
penicilina-estreptomicina) a 37 ºC en CO2 al 5 %. Después de 24-48 horas, se remplazó el medio completo con 
medio DMEM-F12 (1:1) con insulina-transferrina-selenio 1x (Invitrogen, Carlsbad, CA; medio sin suero, SFM) y las 
células se incubaron como anteriormente durante 18-24 horas adicionales. Las moléculas neutralizantes de 
PDGFRβ (biscFv o biAb), un anticuerpo de control monoclonal contra PDGFRβ (E9899), o el fragmento Fab del 
anticuerpo monoclonal E9899 se diluyeron en serie 1:4 de 2000 nM a 0,02 nM en SFM en presencia de un nivel 30 
constante de PDGF-BB humano (0,4 nM, CE80, concentración eficaz al 80 %). Las células privadas de suero se 
incubaron con 150 µl de SFM, PDGF-BB  0,4 nM en SFM, o las moléculas anti-PDGFRβ tituladas con PDGF-BB 0,4 
nM en SFM. Después de 18-24 horas, se añadió un 1 µCi de 3H-timidina (Amersham, Piscataway, NJ) a cada pocillo 
y las células se incubaron de forma normal durante 3-6 horas. Las células se recogieron en placas de filtro y se 
determinó la incorporación de 3H-timidina usando una maquina Packard Topcount. 35 

Resultados 

Los BiscFv y BiAb mostraron potente neutralización de la proliferación de pericitos inducida por PDGF-BB como se 
muestra por los bajos valores nM de CI50 en las siguientes Tablas 43 y 44. 
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Tabla 43: Actividad de neutralización de moléculas biespecíficas BiAb en proliferación de pericitos 
inducida por PDGF-BB 

BiAb CI50 (nM) 

162.6262 0,05-0,48 

c597.1-c868.1 0,05-1 

c597.1-c870.1 0,66 

c597-c1039 0,02-0,5 

c600-c868 0,04-1,2 

c600-c870 0,66 

c600-c 1039 0,09-0,1 

 

Tabla 44: Actividad de neutralización de moléculas biespecíficas BiscFv en proliferación de pericitos 
inducida por PDGF-BB 

BiscFv CI50 (nM) 

c1035-c868 0,02-1,02 

c1035-c1039 0,2-1,7 

c941-c1039 0,02-0,6 

Ejemplo 71: Identificación de anticuerpos biespecíficos neutralizantes contra PDGFRβ usando un ensayo de 
proliferación de pericitos inducida por PDGF-DD 

Para seleccionar moléculas candidatas biespecíficas por su capacidad de neutralizar la proliferación inducida por la 5 
activación por PDGF-DD del PDGFRβ humano, se ejecutó un ensayo de 3H-timidina. El ensayo mide la cantidad de 
nucleótido radiomarcado incorporado en ADN de células en proliferación. Se sembraron pericitos vasculares de 
cerebro humano (HBVP; ScienCell Research, San Diego, CA) en placas de fondo plano de 96 pocillos (Falcon, 
Colorado Springs, CO) a una densidad de 500-2000 células por pocillo en 150 µl de medio completo (medio de 
pericitos ScienCell (PM) más suplementos ScienCell de suero bovino fetal, suplemento de cultivo de pericitos, y 10 
penicilina-estreptomicina) a 37 ºC en CO2 al 5 %. Después de 24-48 horas, se remplazó el medio completo con 
medio DMEM-F12 (1:1) con insulina-transferrina-selenio 1x (Invitrogen, Carlsbad, CA; medio sin suero, SFM) y las 
células se incubaron como anteriormente durante 18-24 horas adicionales. Las moléculas neutralizantes de 
PDGFRβ (biscFv), un anticuerpo de control monoclonal contra PDGFRβ (E9899), se diluyeron en serie 1:4 de 2000 
nM a 0,02 nM en SFM en presencia de un nivel constante de PDGF-DD humano (0,2 nM, CE80, concentración eficaz 15 
al 80 %) o PDGF-BB humano (0,4 nM, CE80, concentración eficaz al 80 %). Las células privadas de suero se 
incubaron con 150 µl de SFM, PDGF-BB 0,4 nM o PDGF-DD 0,2 nM en SFM, o las moléculas biespecíficas tituladas 
con PDGF-DD 0,2 nM o PDGF-BB 0,4 nM en SFM. Después de 18-24 horas, se añadió un 1 µCi de 3H-timidina 
(Amersham, Piscataway, NJ) a cada pocillo y las células se incubaron de forma normal durante 3-6 horas. Las 
células se recogieron en placas de filtro y se determinó la incorporación de 3H-timidina usando una maquina Packard 20 
Topcount. 

Resultados 

Los BiscFv c1035/c868 y c1035/c1039, y los BiAb, c600/c1039, mostraron potente neutralización de proliferación de 
pericitos inducida por PDGF-DD como se muestra por los bajos valores nM de CI50 en la siguiente Tabla 45. 

Tabla 45: Neutralización de proliferación de pericitos inducida por PDGF por BiscFv específico para PDGFRβ 

Anticuerpo CI50 (nM) 

 

 

PDGF-BB PDGF-DD 

162.62.62 0,36 0,04 

c1035.1/c868.1 1,3 0,29 

c1035/c1039 0,2 0,1 

c600/c1039 0,1 0,2 

 25 

ES 2 456 296 T3

 



123 

Ejemplo 72: Identificación sFab y scFv neutralizantes contra PDGFRβ usando un ensayo basado en Luminex 
para determinar la fosforilación de PDGFRβ en pericitos 

Para seleccionar un scFv neutralizante contra PDGFRβ humano se realizó un ensayo basado en Luminex. El ensayo 
detecta la cantidad PDGFRβ fosforilado que está presente en lisados celulares. Se sembraron pericitos vasculares 
de cerebro humano (ScienCell Research, San Diego, CA) en placas de fondo plano de 96 pocillos (Falcon, Colorado 5 
Springs, CO) a una densidad de 7.500 células por pocillo en un volumen de 100 µl de medio completo de (ScienCell) 
de medio de pericitos (PM) más suplementos ScienCell de suero bovino fetal suplemento de cultivo de pericitos, y 
penicilina-estreptomicina a 37 ºC en CO2 al 5 %. En el día dos se cambió el medio a PM ScienCell sin suplementos y 
se privó de suero durante 24 horas. En el día tres se retiró el medio de las células y se añadieron los anticuerpos 
biespecíficos diluidos en serie y el anticuerpo monoclonal de control contra PDGFRβ humano (E9899) en medio de 10 
ensayo (PM ScienCell y albumina sérica bovina al 0,5 %) en un volumen de 50 µl y se incubaron durante 60 minutos 
a 37 ºC y CO2 al 5 %, se añadió PDGF-BB en 50 µl a concentración 2x para dar una concentración final de 0,44 nM 
(CE80, cantidad eficaz al 80 %) y se incubaron durante 10 minutos a 37 ºC y CO2 al 5 %. 

Las células después se lavaron con tampón de lavado celular Bio-Plex, se lisaron con solución de lisis de acuerdo 
con las directrices del fabricante (BioRad, Hercules, CA), se congelaron los sobrenadantes celulares a -20 ºC. A los 15 
sobrenadantes celulares descongelados, se añadieron perlas fosfo-PDGFRβ 1x y se incubaron a temperatura 
ambiente en un agitador durante 18 horas. Se añadieron anticuerpos de detección a las perlas lavadas y se 
incubaron a temperatura ambiente en un agitador durante 30 minutos, y después se incubó estreptavidina-PE con 
las perlas a temperatura ambiente durante 15 minutos. Las perlas se re-suspendieron en tampón de re-suspensión 
Bio-Plex y se analizaron en un lector de serie Bio-Plex (Bio-Rad Laboratories). 20 

Resultados 

Los anticuerpos biespecíficos mostraron potente neutralización de la fosforilación de PDGFR inducida por PDGF-BB 
como se muestra por los bajos valores nM de CI50 en la siguiente Tabla 46. 

Tabla 46: Anticuerpos biespecíficos neutralizan la fosforilación de PDGFRβ inducida por PDGF-BB en 
pericitos humanos primarios 

Anticuerpo CI50 (nM) 

E9899 (anti-PDGFRβ) 0,14 - 0,17 

c597-c868 biAb 0,18 - 0,22 

c597-c870 biAb 0,15 - 0,24 

c597-c1039 biAb 0,14 - 0,18 

c600-c868 biAb 0,3 - 0,48 

c600-c870 biAb 0,2 - 0,3 

c600-c1039 biAb 0,03 - 0,28 

c1035-c868 biscFv 0,16 - 0,48 

c1035-c870 biscFv 0,25 - 0,5 

c1035-c1039 biscFv 0,16 - 0,61 

c941-c868 biscFv 0,19 - 0,38 

c941-c1039 biscFv 0,15 

Ejemplo 73: Identificación de anticuerpo biespecífico neutralizante que neutraliza la fosforilación de PDGFRβ 
inducida por PDGF-DD en pericitos 25 

Para seleccionar anticuerpos biespecíficos neutralizantes contra PDGFRβ humano, se realizó un ensayo basado en 
Luminex. El ensayo detecta la cantidad PDGFRβ fosforilado que está presente en lisados celulares. Se sembraron 
pericitos vasculares de cerebro humano (ScienCell Research, San Diego, CA) en placas de fondo plano de 96 
pocillos (Falcon, Colorado Springs, CO) a una densidad de 7.500 células por pocillo en un volumen de 100 µl de 
medio completo de (medio de pericitos (PM) ScienCell más suplementos ScienCell de suero bovino fetal, 30 
suplemento de cultivo de pericitos, y penicilina-estreptomicina a 37 ºC en CO2 al 5 %. En el día dos se cambió el 
medio a PM ScienCell sin suplementos y se privó de suero durante 24 horas. En el día tres se retiró el medio de las 
células y se añadieron los anticuerpos biespecíficos diluidos en serie y el anticuerpo monoclonal de control contra 
PDGFRβ humano (E9899) en medio de ensayo (PM ScienCell y albumina sérica bovina al 0,5 %) en un volumen de 
50 µl y se incubaron durante 60 minutos a 37 ºC y CO2 al 5 %. Se añadió PDGF-DD o PDGF-BB en 50 µl a 35 
concentración 2x para dar una concentración final de PDGF-DD 0,2 nM y PDGF-BB 0,44 nM respectivamente (CE80, 
cantidad eficaz al 80 %) y se incubaron durante 10 minutos a 37 ºC y CO2 al 5 %. 
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Las células después se lavaron con tampón de lavado celular Bio-Plex, se lisaron con solución de lisis de acuerdo 
con las directrices del fabricante (BioRad, Hercules, CA), y se congelaron los sobrenadantes celulares a -20 ºC. A 
los sobrenadantes celulares descongelados, se añadieron perlas fosfo-PDGFRβ 1x y se incubaron a temperatura 
ambiente en un agitador durante 18 horas. Se añadieron anticuerpos de detección a las perlas lavadas y se 
incubaron a temperatura ambiente en un agitador durante 30 minutos, y después se incubó estreptavidina-PE con 5 
las perlas a temperatura ambiente durante 15 minutos. Las perlas se re-suspendieron en tampón de re-suspensión 
Bio-Plex y se analizaron en un lector de serie Bio-Plex (Bio-Rad Laboratories). 

Resultados 

El BiscFv c1035/c868 mostró potente neutralización de la fosforilación de PDGFRβ inducida por PDGF-BB o PDGF-
DD como se muestra por los bajos valores nM de CI50 en la siguiente Tabla 47. 10 

Tabla 47: Neutralización de proliferación de pericitos inducida por PDGF por BiscFv específicos de 
PDGFRβ 

Anticuerpo CI50 (nM) 

 PDGF-BB PDGF-DD 

E9899 0,01 0,02 

c1035.1/c868.1 0,05 0,03 

Ejemplo 74: Ensayo Luminex para determinar la reactividad cruzada de anticuerpos biespecíficos contra 
PDGFRβ con PDGFRβ de macaco cynomolgus 

Para explorar la reactividad cruzada de anticuerpos biespecíficos con PDGFRβ de macaco cynomolgus, se realizó 
un ensayo basado en Luminex. El ensayo detecta la cantidad PDGFRβ fosforilado que está presente en lisados 
celulares. Se sembraron células cutáneas de macaco cynomolgus (células CYNOM-KI), (European Collection of Cell 15 
Cultures, Wiltshire, R.U.) en placas de fondo plano de 96 pocillos (Falcon, Colorado Springs, CO) a una densidad de 
7.500 células por pocillo en un volumen de 100 µl de medio completo (MEM de Earle, suero bovino fetal al 10 % 
(FBS), L-Glutamina 2 mM, aminoácidos no esenciales al 1 %) durante un día a 37 ºC en CO2 al 5 %. En el día dos 
las células se cambiaron el medio sin FBS y se privaron de suero durante 24 horas. En el día tres se retiró el medio 
de las células y se añadieron los anticuerpos biespecíficos diluidos en serie y el anticuerpo monoclonal de control 20 
contra PDGFRβ (E9899) en medio de ensayo (MEM más albumina sérica bovina al 0,5 % y HEPES 25 mM) en un 
volumen de 50 µl y se incubaron durante 60 minutos a 37 ºC y CO2 al 5 %. Se añadió PDGF-BB en 50 µl a 
concentración 2x para dar una concentración final de 0,33 nM (CE80, cantidad eficaz al 80 %) y se incubaron durante 
10 minutos a 37 ºC y CO2 al 5 %. 

Las células después se lavaron con tampón de lavado celular Bio-Plex, se lisaron con solución de lisis de acuerdo 25 
con las directrices del fabricante (BioRad, Hercules, CA), y se congelaron los sobrenadantes celulares a -20 ºC. A 
los sobrenadantes celulares descongelados, se añadieron perlas fosfo-PDGFRβ 1x y se incubaron a temperatura 
ambiente en un agitador durante 18 horas. Se añadieron anticuerpos de detección a las perlas lavadas y se 
incubaron a temperatura ambiente en un agitador durante 30 minutos, y después se incubó estreptavidina-PE con 
las perlas a temperatura ambiente durante 15 minutos. Las perlas se re-suspendieron en tampón de re-suspensión 30 
Bio-Plex y se analizaron en un lector de serie Bio-Plex (Bio-Rad Laboratories). 

Resultados 

Los anticuerpos biespecíficos mostraron potente neutralización de la fosforilación de PDGFRβ inducida por PDGF-
BB como se muestra por los bajos valores nM de CI50 en la siguiente Tabla 48. 

Tabla 48: Anticuerpos biespecíficos neutralizan la fosforilación de PDGF-BB inducida por PDGFRβ en 
células de macaco cynomolgus 

Anticuerpo CI50 (nM) 

E9899 (anti-PDGFRp) NA 

c597-c868 biAb 0,13 

c597-c870 biAb 0,16 

c597-c1039 biAb 0,09 

c600-c868 biAb 0,29 

c600-c870 biAb 0,32 

c600-c1039 biAb 0,22 

c1035-c868 biscFv 0,11 

35 
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(continuación) 

Anticuerpo CI50 (nM) 

c1035-c870 biscFv 0,14 

c1035-c1039 biscFv 0,1 

c941-c868 biscFv 0,03 

c941-c1039 biscFv 0,03 

NA- sin actividad detectada 

Ejemplo 75: Inhibición del crecimiento endotelial y de pericitos y morfogénesis por el antagonista de 
PDGFRβ/VEGF-A en un ensayo de brote de co-cultivo in vitro 

Sumario 

Para ensayar la eficacia del antagonista biespecífico de PDGFRβ/VEGF-A, se estableció un sistema de co-cultivo in 5 
vitro de células endoteliales y pericitos. En este co-cultivo, se insertanHUVEC recubiertas sobre perlas Cytodex en 
gel de fibrina junto con células madre mesenquimáticas humanas. Las células se cultivan en medio completo EGM-2 
condicionado por fibroblastos humanos D551. En el inicio del experimento (contexto profiláctico) o en Día 8 del 
experimento (contexto terapéutico), se añade antagonista de control, antagonista de PDGFRβ (anticuerpo E9899 
anti-PDGFRβ), antagonista de VEGF-A (Bevacizumab, Genentech) o antagonista biespecífico de PDGFRβ/VEGF-A 10 
de concentración indicada al cultivo. Los cultivos se fijan 7 días después de la adición de los antagonistas con PFA. 
Las células endoteliales y los pericitos se tiñen con anticuerpos anti-PECAM y anti-α-actina de músculo liso (aSMA), 
respectivamente. En los pocillos de control, las células formaban brotes de células endoteliales protegidas por una 
cobertura de pericitos. La adición de antagonista de VEGF-A provocaba una cantidad y longitud reducidas de los 
brotes endoteliales, mientras que el antagonista de PDGFRβ no tenía efecto sobre la longitud y cantidad de brotes, 15 
pero conducía a la disociación de los pericitos de los brotes. El antagonista biespecífico de PDGFRβ/VEGF-A 
conducía a la disociación de los pericitos de los brotes endoteliales así como a una cantidad y longitud reducidas de 
los brotes endoteliales. La reducción en la cantidad y longitud de los brotes endoteliales con antagonistas 
biespecíficos de PDGFRβ/VEGF-A fue significativamente mayor que con el antagonista de VEGF-A en solitario. 

Diseño del estudio 20 

En el Día 1, se recubrieron perlas Cytodex-3 (GE healthcare) con HUVEC (Lonza) a una proporción de 400 células 
por perla y se incubaron durante una noche a 37 ºC, CO2 al 5 %. En el Día 2, las perlas HUVEC (100 perlas/pocillo) 
se insertaron en gel de fibrina junto con células madre mesenquimáticas humanas (hMSC, Lonza, 30.000 
células/pocillo) en pocillos de una placa de cultivo tisular de 24 pocillos. Se añadió una mezcla 1:1 de medio 
completo EGM-2 reciente (Lonza) y medio EGM-2 condicionado con fibroblastos D551 a estas células junto con 2 25 
ng/ml de HGF humano recombinante. El medio se remplaza cada dos días hasta el final del experimento. Se 
añadieron antagonistas al cultivo en el Día 2 (desde el inicio del co-cultivo, contexto profiláctico) o en el Día 8 
(después de formarse los brotes EC y la cobertura de pericitos, contexto terapéutico). A los 7 días después de la 
adición de los antagonistas, las células se fijaron en PFA al 4 % durante una noche a 4 ºC. Las células se tiñeron 
con anticuerpos anti-PECAM o anti-SMA seguido por anticuerpo secundario (conjugado fluorescente). Las células 30 
después se visionaron mediante un microscopio invertido de fluorescencia y se capturaron imágenes 6x. Se eligió 
aleatoriamente una serie representativa de 10 perlas/pocillo para cada condición. La longitud total de todos los 
brotes alrededor de una perla se midió en MetaMorph (versión 7.1.6.0) usando la aplicación de formación de tubos 
de angiogénesis. Los parámetros fueron los siguientes: anchura mínima aproximada 1 píxel, anchura máxima 
aproximada 40 píxeles, intensidad por encima del fondo local: 40 tonos de grises (contexto profiláctico) o 100 tonos 35 
de grises (contexto terapéutico). 

Resultados 

El efecto de antagonistas biespecíficos para PDGFRβ/VEGF-A sobre brotes endoteliales se resume en las Figuras 3 
y 4A-4D. En pocillos con tratamiento con antagonista de control, las células formaban brotes de células endoteliales 
protegidas por una cobertura de pericitos. En el contexto profiláctico, el antagonista de VEGF-A en solitario, las 40 
moléculas biespecíficas de PDGFRβ/VEGF-A (biscFv c1035/c868, biscFv c1035/c1039, biAb c597/c1039, y biAb 
c600/c1039), y la combinación de antagonistas de VEGF-A y PDGFRβ inhibió cada uno los brotes endoteliales en 
comparación con el control. (Véase la Figura 3). La inhibición de los brotes endoteliales con moléculas biespecíficas 
de PDGFRβ/VEGF-A o la combinación de antagonistas de VEGF-A y PDGFRβ fue significativamente mayor que con 
el antagonista de VEGF-A en solitario. (Véase, id.). 45 

En el contexto terapéutico, el antagonista de VEGF-A en solitaria y cada una de las moléculas biespecíficas de 
PDGFRβ/VEGF-A - biscFv c1035/c868 (Figura 4A), biscFv c1035/c1039 (Figura 4B), biAb c597/c1039 (Figura 4C), y 
biAb c600/c1039 (Figura 4D) - inhibieron la formación de brotes endoteliales en comparación con el control. (La 
combinación de antagonista de VEGF-A y PDGFRβ no se ensayó en el contexto terapéutico). La inhibición de los 
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brotes endoteliales con moléculas biespecíficas de PDGFRβ/VEGF-A fue significativamente mayor que con el 
antagonista de VEGF-A en solitario (Véanse las Figuras 4A-4D). 

Ejemplo 76: Ensayo de internalización basado en inmunofluorescencia para medir el efecto de antagonistas 
de PDGFRβ/VEGF-A sobre la internalización del receptor 

Sumario 5 

Los anticuerpos y moléculas tipo anticuerpo, cuando se unen al receptor de superficie celular, podrían mediar la 
internalización del receptor. PDGF-BB induce la activación e internalización del PDGFRβ. Así mismo, los anticuerpos 
contra PDGFRβ han demostrado mediar la internalización y este proceso contribuye parcialmente a la actividad 
antagonista del anticuerpo. Se ensayó la actividad de dos moléculas biespecíficas de PDGFRβ/VEGF-A - biscFv 
c1035/c1039 y biscFv c1035/c868 - de internalizarse cuando están unidos a pericitos humanos primarios. También 10 
se ensayó si el VEGF-A humano pre-unido a un brazo del anticuerpo biespecífico inhibiría la internalización mediada 
por el antagonista. 

Material y procedimientos 

Se sembraron pericitos vasculares de cerebro humano (HBVP) de bajo pase (ScienCell Research, San Diego, CA) a 
sub-confluencia en 4 portaobjetos de vidrio Lab-Tek II (Nº catálogo 154917 Nalge Nunc, Naperville, IL) a un volumen 15 
de 500 µl/portaobjeto en medio completo (medio de pericitos (PM) ScienCell más suplementos ScienCell de suero 
bovino fetal, suplemento de cultivo de pericitos, y penicilina-estreptomicina). Los portaobjetos se incubaron a 37 ºC y 
CO2 al 5 % durante 1-2 días hasta que alcanzaron una confluencia de aproximadamente el 75 %. La unión de los 
anticuerpos contra PDGFRβ/VEGFA y el anticuerpo de control se hizo a 4 ºC, de modo que todos los portaobjetos se 
colocaron en hielo y se lavan una vez con DMEM frío + BSA al 0,1 %. Los anticuerpos contra PDGFRβ/VEGFA y el 20 
anticuerpo de ensayo se diluyeron entonces a 1 µg/ml en tampón de unión que consta de DMEM + BSA al 3 % y 
tampón HEPES. Cada portaobjetos está configurado de modo que están designados dos anticuerpos, un anticuerpo 
de control y un pocillo de control para el anticuerpo secundario solamente para cada portaobjetos de vidrio. Se 
añaden 500 µl/pocillo de antagonistas, control, o medio solamente a cada portaobjetos. Después de una hora de 
incubación, se fija el portaobjetos T0 lavando con PBS frío una vez y añadiendo 1 ml/pocillo de solución de 25 
paraformaldehído. Este portaobjetos T0 mide la expresión del receptor sobre la superficie celular y los portaobjetos 
se incubaron a 37 ºC para medir la internalización del receptor en el tiempo. Los portaobjetos restantes se pusieron 
en la incubadora a 37 ºC y se retiraron y fijaron de un modo similar a los treinta minutos, noventa minutos, cuatro 
horas y seis horas como puntos temporales. Todos los portaobjetos se mantuvieron en hielo después de la fijación. 
Una vez que se fijaron todos los portaobjetos, se lavaron una vez con PBS y se permeabilizaron durante dos 30 
minutos con MetOH a -20 ºC. Los portaobjetos se lavaron de nuevo con PBS frío. Desde este punto en adelante, la 
tinción se hizo a temperatura ambiente. Los portaobjetos se incubaron a temperatura ambiente durante cinco 
minutos en glicina 50 mM preparada en PBS. La glicina se retiró y se eliminó por lavado con PBS, y los portaobjetos 
se bloquearon con suero de cabra normal al 10 % en PBS (NºS-1000, Vector Labs, Inc. Burlingame, CA), 500 
ul/pocillo durante treinta minutos. Después de la etapa de bloqueo, se añadieron 500 ul/pocillo de los anticuerpos 35 
secundarios a cada pocillo. Se diluyeron 1:150 el anticuerpo de cabra anti-ratón Alexafluor 488 (Nº Cat. A 11029, 
Molecular Probes, Eugene, OR), o anticuerpo de cabra anti-humano Alexafluor 488 (Nº Cat. A 11013, Molecular 
Probes, Eugene, OR) en tampón de lavado que constaba de PBS + Tween 20 al 0,1 % y BSA al 0,1 %. Los 
portaobjetos se incubaron en la oscuridad a temperatura ambiente durante cuarenta y cinco minutos. Cada 
portaobjetos se lavó tres veces impregnando en PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se añadió una 40 
gota de medio de montaje Vectashield con tinción DAPI a cada cámara (Nº Cat. H-1200, Vector Labs, Inc., 
Burlingame Calif.) y los portaobjetos se cubrieron y examinaron bajo el microscopio fluorescente. Se usó el software 
Metavue para visualizar el perfil de tinción de dos colores. 

En algunos experimentos, se pre-incubaron los anticuerpos biespecíficos de PDGFRβ-VEGF-A con VEGF-A humano 
5 nM antes de la adición a las células. La internalización se siguió como se describe a continuación. 45 

Resultados 

Los anticuerpos biespecíficos c1035/c1039 y c1035/c868 se internalizaron de forma eficaz como se observa por la 
tinción punteada dentro de las células después de incubación a 37 ºC. La pre-incubación con VEGF-A no afectó a la 
internalización de estas moléculas biespecíficas. 

Ejemplo 77: Ensayo de unión a FcRn para medir la unión de antagonistas de PDGFRβ/VEGF-A a FcRn a pH 50 
6,0 y pH 7,4 

Sumario 

FcRn (receptor neonatal) es un receptor clave que se une a la región Fc de IgG. Esta unión induce la internalización 
en las células y estas IgG entonces se "reciclan" en la circulación. Esta es la razón clave por las que las IgG tienen 
una larga semivida en suero. Se ensayó la capacidad de anticuerpos biespecíficos de PDGFRβ/VEGF-A de unirse a 55 
FcRn in vitro a pH 6,0 y liberarse a pH 7,4, como se observa en un entorno fisiológico. 

ES 2 456 296 T3

 



127 

Materiales y procedimientos 

Se prepararon dos placas con anticuerpos contra PDGFRβ/VEGFA y anticuerpos de control: una para lavado a pH 
6,0 y una para lavado a pH 7,4. Día 1: se recubrieron dos placas elisa Nunc Maxisorp (nº cat. 44-2404) de 96 
pocillos con 300 ng/pocillo de NeutrAvidina (Pierce Chemical Co. nº cat. 31000) preparada en NaHCO3 100 mM, pH 
9,3. Las placas se incubaron a 4 ºC durante una noche. Día 2: las placas se lavaron 5 veces con Tween-20 al 0,1 5 
%/PBS (PBST). Las placas después se bloquearon con 25 µl/pocillo de tampón de bloqueo que contenía NaCl al 0,8 
%, KCl al 0,02 %, Na2HPO4 al 0,102 %, KH2PO4 al 0,02 %, BSA al 1 %, polisorbato al 0,05 %, Proclin 300 al 0,05 % 
pH 7,2, durante una hora a temperatura ambiente. Las placas después se lavaron 2 veces con PBST. Cada pocillo 
después se recubrió con 150 ng de proteína FCRN de cadena sencilla (scFVRN) biotinilada (restos aminoacídicos 
21-409 de la SEC ID Nº 644) diluida en PBST + BSA al 1 %. Las placas se incubaron a temperatura ambiente 10 
durante una hora. Los anticuerpos contra PDGFRβ/VEGFA y los anticuerpos de control (Herceptin, por ejemplo) se 
diluyeron en NaPO4 100 mM, Tween 20 al 0,05 % (v/v), + BSA al 0,1 % ajustado a pH 6,0 (tampón de pH 6,0) a 
concentraciones que varían de 150 nM a 0,07 nM. Las muestras se ensayaron por duplicado a un volumen de 50 
ul/pocillo de cada concentración. El tampón de pH 6,0 se procesó solamente como control para determinar los 
niveles de fondo en cada placa. Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante dos horas. Después de la 15 
etapa de unión, cada placa se lavó en tampones diferentes: una placa se lavó con 250 ul/pocillo de tampón de pH 
6,0, y una placa se lavó con 250 µl/pocillo de NaPO4 100 mM, Tween 20 al 0,05 % (v/v), BSA al 0,1 % ajustado a pH 
7,4 (tampón de pH 7,4). Las placas se incubaron en tampones de lavado a temperatura ambiente durante un total de 
una hora con una etapa de lavado realizada cada veinte minutos. Después de las etapas de lavado, el anticuerpo 
unido se detectó con 100 ul/pocillo de anticuerpo secundario de cabra específico anti-fragmento F(ab)2 de IgG 20 
humana Fc gamma conjugado con HRP (Jackson Immunoresearch Nº cat. 109-036-098). El anticuerpo secundario 
se diluyó 1:5.000 en el tampón de pH 6,0, y la incubación se hizo durante una hora a temperatura ambiente. Las 
placas después se lavaron 5 veces con PBST. Finalmente, se añadieron 100 ul de TMB (TMBW-1000-01, BioFX 
Laboratories) a cada pocillo, y las placas se revelaron a temperatura ambiente durante aproximadamente tres 
minutos. En este punto, se añadieron 100 ul/pocillo de tampón de parada (STPR-100-01, BioFX Laboratories) para 25 
detener la reacción. Las placas se leyeron en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 450/570 nm. Se 
examinaron los valores de DO para comparar los patrones de unión a pH 6,0 y los patrones de liberación a pH 7,4. 

Resultados 

Todas las moléculas biespecíficas ensayadas (biscFv c1035/c1039, biscFv c1035/c868, biscFv c1035/c870, biAb 
c597/c1039, biAb c597/c868, biAb c597/c870, biAb c600/c1039, biAb c600/c870, biAb c600/c868) se unieron bien a 30 
FcRn a pH 6,0 y mostraron menos unión (liberación) a pH 7,4. Las curvas obtenidas fueron similares a las 
observadas con el anticuerpo anti-VEGF-A bevacizumab (Avastin®). Estos datos demuestran que las moléculas 
biespecíficas se unen a FcRn como se esperaba para proteínas que contienen IgG y se esperaría que tuvieran 
buenas semividas en suero. 

Ejemplo 78: Inhibición de células de glioblastoma humano in vivo usando anticuerpo biespecífico anti- 35 
PDGFRβ/VEGF-A 

Para evaluar la actividad antitumoral de un anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/VEGF-A contra células de 
glioblastoma humano in vivo, se inyectó a grupos de ratones desnudos BALB/c o C.B-17 SCID células de 
glioblastoma U118, U251 o U87-MG en el Día 0. Los grupos (n=10/grupo) de ratones que albergan tumor reciben 5-
75 µg de anticuerpo biespecífico humano anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A por inyección i.p. o peritumoral en días alternos 40 
(EOD) desde los Días 5-33. El volumen del tumor se controla 3x/semana durante 6 semanas. La inhibición del 
crecimiento de tumor (volumen o peso) por el anticuerpo biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF-A sugiere que la 
proteína respectiva tiene efectos inhibidores sobre células de glioblastoma humano in vivo. 

Diseño del estudio: A ratones BALB/c desnudos o C.B-17 SCID (Charles River Laboratories) hembra de ocho 
semanas de edad se les inyecta s.v. en el flanco derecho o por vía ortotópica en la pared craneal 6 x 106 células 45 
U118, U251 o U87-MG en el Día 0. A los grupos de ratones (n=10/grupo) se les inyecta i.p. o por vía peritumoral 
(para el modelo s.c. solamente) con 5 µg-75 µg de un anticuerpo humano biespecífico anti-PDGFRβ/anti-VEGF 
desde los días 5-33 o cuando los tumores alcanzan un volumen de 200 mm3. Las inyecciones se dan en un volumen 
total de 200 µl. Para tumores s.c., el crecimiento del tumor se controla 3X/semana durante 6 semanas usando 
mediciones con calibre. El volumen del tumor se calcula usando la fórmula ½*(B)2*L (mm3). Para tumores 50 
ortotópicos, se sacrifica a los ratones al final del estudio y se pesa el tumor para posibilitar la evaluación de la carga 
tumoral. 

Ejemplo 79: El tratamiento profiláctico con anticuerpos biespecíficos para PDGFRβ/VEGF-A inhibe el 
crecimiento de células de rabdomiosarcoma A673 en ratones SCID 

Sumario 55 

Para ensayar si el antagonista biespecífico de PDGFRβ/VEGF-A tiene actividad sobre el crecimiento tumoral en 
ratones, se inyectó s.c. a grupos de ratones el tumor de rabdomiosarcoma A673 en el Día 0. Después se inyectó a 
los grupos de ratones (n=10/gp) 0,01 mg/kg a 10 mg/kg de reactivo de control, antagonista de VEGF-A, antagonista 

ES 2 456 296 T3

 



128 

de PDGFRβ o antagonista de PDGFRβ/VEGF-A 2X/semana durante 4 semanas, comenzando un día después de la 
inoculación del tumor. El volumen del tumor se controló 3X/semana durante 4 semanas. Tumores significativamente 
más pequeños en ratones inyectados con antagonista de VEGF-A, antagonista de PDGFRβ-VEGF-A, en 
comparación con ratones inyectados con reactivo de control, indicaban eficacia del antagonista para la inhibición del 
crecimiento tumoral. Como el brazo anti-PDGFRβ de cada antagonista de PDGFRβ/VEGF-A ensayado no reacciona 5 
de forma cruzada con PDGFRβ murino, este modelo solamente ensaya la eficacia dirigida a VEGF. 

Diseño del estudio 

A ratones C.B-17 SCID hembra de ocho a diez semanas de edad (Charles River Laboratories) se les inyectó s.c. en 
el flanco derecho con 2 x 106 células A673 en el Día 0. Empezando en el Día 1, se inyectó i.p. a los grupos de 
ratones (n=10/grupo) concentraciones entre 0,01 mg/kg a 10 mg/kg de reactivo de control, antagonista de VEGF-A, 10 
antagonista de PDGFRβ o antagonista de PDGFRβ/VEGF-A 2X/semana durante 4 semanas. El crecimiento del 
tumor se controló 3X/semana durante 4 semanas usando mediciones con calibre. El volumen del tumor se calculó 
usando la fórmula ½*(B)2*L (mm3). Al final del estudio (24 h después de la última dosis), se sacrificó a los animales y 
se pesaron los tumores y se sometieron a histología. Los tumores se fijaron en NBF y se después se ensayaron para 
la densidad de vasos sanguíneos por inmunohistoquímica usando el anticuerpo MECA-32 que es específico para 15 
células endoteliales de ratón. 

Resultados 

Como se muestra a continuación en las siguientes Tablas 49-51, anticuerpos biespecíficos a dosis variables inhibían 
significativamente el crecimiento tumoral en comparación con ratones tratados con vehículo. La eficacia observada 
con los anticuerpos biespecíficos fue comparable con la observada con bevacizumab (antagonista de VEGF). 20 

Tabla 49: Inhibición del crecimiento de células de rabdomiosarcoma A673 en ratones SCID por tratamiento 
profiláctico con anticuerpos biespecíficos contra PDGFRβ/VEGF-A (Experimento 1) 

Grupo Volumen del tumor (mm3)* DESV TIP valor-p† 

Vehículo 1854,34 395,416 NA 

anti-PDGFRβ humano 1481,55 667,331 ns 

10 mg/kg bevacizumab 235,796 156,302 p<0,0001 

1 mg/kg bevacizumab 317,491 140,164 p<0,0001 

0,25 mg/kg bevacizumab 366,067 332,667 p<0,0001 

10 mg/kg c597/c1039   
biAb 

105,488 47,4274 p<0,0001 

1 mg/kg c597/c 1039 
biAb 

338,714 263,772 p<0,0001 

0,25 mg/kg c597/c1039 
biAb 

541,033 222,8 p<0,0001 

10 mg/kg c1035/c1039 
biscFv 

142,116 44,3071 p<0,0001 

1 mg/kg c1035/c1039 
biscFv 

214,489 253,271 p<0,0001 

0,25 mg/kg c1035/c1039 
biscFv 

709,549 410,836 p<0,001 

*Volumen del tumor mostrado en la terminación (Día 25, 24 h después de la última dosis) 

†valor-p comparado con los controles de vehículo 
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Tabla 50: Inhibición del crecimiento de células de rabdomiosarcoma A673 en ratones SCID por tratamiento 
profiláctico con anticuerpos biespecíficos contra PDGFRβ/VEGF-A (Experimento 2) 

Grupo Volumen del tumor (mm3)* DESV TIP valor-p† 

Vehículo 1404,93 852,953 NA 

10 mg/kg Bevacizumab 127,673 76,2626 p<0,0001 

1 mg/kg Bevacizumab 136,778 112,317 p<0,0001 

0,25 mg/kg Bevacizumab 260,484 233,558 p<0,0001 

10mg/kg c600/c 1039 
biAb 

102,988 89,5476 P<0,0001 

1 mg/kg c600/c1039 biAb 99,1523 98,8491 p<0,0001 

0,25mg/kg c600/c1039 
biAb 

206,719 229,873 p<0,0001 

10mg/kg c1039/c868 
biscFv 

165,217 78,6582 p<0,0001 

1 mg/kg c1039/c868 
biscFv 

239,939 226,698 p<0,0001 

0,25 c 1039/c868 biscFv 466,38 528,251 p<0,0001 

*Volumen del tumor mostrado en la terminación (Día 30, 24 h después de la última dosis) 

†valor-p comparado con los controles de vehículo 

 

Tabla 51: Inhibición del crecimiento de células de rabdomiosarcoma A673 en ratones SCID por tratamiento 
profiláctico con anticuerpos biespecíficos contra PDGFRβ/VEGF-A (Experimento 3) 

Grupo Volumen del tumor (mm3) Peso del tumor (g) 

 

 

Promedio DESV TIP Promedio DESV TIP 

Vehículo 1310 676 1,392 0,87 

1 mg/kg 
bevacizumab 

416 244 0,358 0,12 

0,1 mg/kg 
bevacizumab 

921 478 0,933 0,50 

0,01 mg/kg 
bevacizumab 

1237 777 1,523 0,89 

1 mg/kg  
c1035/c868    
biscFv 

320 175 0,327 0,24 

0,1 mg/kg 
c1035/c868    
biscFv 

893 752 0,942 0,96 

0,01 mg/kg 
c1035/c868    
biscFv 

1462 713 1,645 0,73 

1 mg/kg 
c1035/c1039  
biscFv 

311 140 0,226 0,08 

0,1 mg/kg 
c1035/c1039  
biscFv 

505 431 0,496 0,40 

0,01 mg/kg 
c1035/c1039  
biscFv 

1427 753 1,618 0,84 
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Ejemplo 80: El tratamiento terapéutico con anticuerpos biespecíficos contra PDGFRβ/VEGF-A inhibe el 
crecimiento de células de rabdomiosarcoma A673 en ratones SCID 

Sumario 

Para ensayar si el antagonista biespecífico de PDGFRβ/VEGF-A tiene actividad sobre el crecimiento tumoral en 5 
ratones, se inyectó s.c. a grupos de ratones el tumor de rabdomiosarcoma A673 en el Día 0. Cuando los tumores 
alcanzaron un tamaño de 200 mm3, entonces se inyectó a los grupos de ratones (n=10/gp) 5 mg/kg de reactivo de 
control, antagonista de VEGF-A, o antagonista de PDGFRβ/VEGF-A 2X/semana para un total de 5 dosis. El volumen 
del tumor se controló 3X/semana. Tumores significativamente más pequeños en ratones inyectados con antagonista 
de VEGF-A, o antagonista de PDGFRβ/VEGF-A, en comparación con ratones inyectados con reactivo de control, 10 
indicaban eficacia del antagonista para la inhibición del crecimiento tumoral. Como el brazo anti-PDGFRβ de cada 
antagonista de PDGFRβ/VEGF-A no reacciona de forma cruzada con PDGFRβ murino, este modelo solamente 
ensaya la eficacia dirigida a VEGF. 

Diseño del estudio 

A ratones C.B-17 SCID hembra de ocho a diez semanas de edad (Charles River Laboratories) se les inyectó s.c. en 15 
el flanco derecho con 2 x 106 células A673 en el Día 0. Cuando los tumores alcanzaron un tamaño de 200 mm3, se 
inyectó i.p. a los grupos de ratones (n=10/grupo) 5 mg/kg de reactivo de control, antagonista de VEGF-A, o 
antagonista de PDGFRβ/VEGF-A 2X/semana para 5 dosis. El crecimiento del tumor se controló 3X/semana usando 
mediciones con calibre. El volumen del tumor se calculó usando la fórmula ½*(B)2*L (mm3). Al final del estudio (24 h 
después de la última dosis), se sacrificó a los ratones y se pesaron los tumores. 20 

Resultados 

Como se muestra en la siguiente Tabla 52, los anticuerpos biespecíficos inhibieron significativamente el crecimiento 
tumoral en comparación con ratones tratados con vehículo. La eficacia observada con los anticuerpos biespecíficos 
fue comparable con la observada con bevacizumab (antagonista de VEGF) a la misma dosis. 

Tabla 52: Inhibición del crecimiento de células de rabdomiosarcoma A673 en ratones SCID por tratamiento 
terapéutico con anticuerpos biespecíficos contra PDGFRβ/VEGF-A 

Grupo Volumen (mm3)* STDEV valor-p† 

Vehículo 1014 341,89 NA 

5mg/kg bevacizumab 343 59,23 p<0,001 

5mg/kg c1035/c868 biscFv 359 122,34 p<0,001 

5mg/kg c1035/c1039 biscFv 292 133,73 p<0,001 

*El volumen se muestra 24h después de la 5ª dosis del tratamiento 

†valor-p comparado con los controles 

Ejemplo 81: Ensayo Luminex para determinar la actividad neutralizante de anticuerpos biespecíficos contra 25 
PDGFRβ/VEGF-A contra la fosforilación de PDGFRβ inducida por ligandos PDGF 

Para explorar la actividad neutralizante de anticuerpos biespecíficos contra diversos ligandos PDGFR, se realizó un 
ensayo basado en Luminex después de estimulación con PDGF de células BHK transfectadas con PDGFRβ humano 
PDGFRβ (BHK 570 E10.2 B3, véanse los Ejemplos 20 y 21). El ensayo detecta la cantidad de PDGFRβ fosforilado 
que está presente en lisados celulares. Se sembraron células BHK 570 E10.2 B3 transfectadas con PDGFRβ 30 
humano en placas de fondo plano de 96 pocillos (Falcon, Colorado Springs, CO) a una densidad de 7.500 células 
por pocillo en un volumen de 100 µl en medio completo a 37 ºC en CO2 al 5 %. El siguiente día, se retiró el medio de 
las células y se añadieron los moléculas biespecíficas diluidos en serie (BiscFv y BiAb) y anticuerpo monoclonal de 
control contra PDGFRβ (E9899) en medio de ensayo sin suero en un volumen de 50 µl y se incubaron durante 60 
minutos a 37 ºC y CO2 al 5 %. Se añadió PDGF-BB humano (0,2 nM, CE80, concentración eficaz al 80 %), PDGF-AB 35 
humano (3 nM, CE80, R & D systems), PDGF-CC humano (1 nM, CE80), o PDGF-DD humano (0,2 nM, DE80), a las 
células en un volumen de 50 µl y se incubaron durante 10 minutos a 37 ºC y CO2 al 5 %. 

Las células después se lavaron con tampón de lavado celular Bio-Plex, se lisaron con solución de lisis de acuerdo 
con las directrices del fabricante (BioRad, Hercules, CA), y se congelaron los sobrenadantes celulares a -20 ºC. A 
los sobrenadantes celulares descongelados, se añadieron perlas fosfo-PDGFRβ 1x y se incubaron a temperatura 40 
ambiente en un agitador durante 18 horas. Se añadieron anticuerpos de detección a las perlas lavadas y se 
incubaron a temperatura ambiente en un agitador durante 30 minutos, y después se incubó estreptavidina-PE con 
las perlas a temperatura ambiente durante 15 minutos. Las perlas se re-suspendieron en tampón de re-suspensión 
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Bio-Plex y se analizaron en un lector de serie Bio-Plex (Bio-Rad Laboratories). 

Resultados 

Los BiscFv y BiAb mostraron potente neutralización de la fosforilación de PDGFR inducida por diversos ligandos 
PDGF como se muestra por los bajos valores nM de CI50 en las siguientes tablas. Estos datos sugieren que los 
BiscFv y BiAb neutralizan la actividad mediada a través del homodímero PDGFRβ/β y también debido al 5 
heterodímero PDGFRα/β ya que estas células BHK expresan niveles residuales de PDGFRα bovino. 

Tabla 53: Neutralización de fosforilación de PDGFRβ inducida por ligando PDGF por BiscFv y BiAb (CI50-
nM) 

Moléculas PDGF-AB PDCF-BB PDCF-CC PDCF-DD 

E9899 0,2 0,1 0,2 0,05 

c1035/c1039 0,1 0,2 0,1 0,01 

c1035/c868 0,2 0,3 0,2 0,003 

c597/c 1039 0,1 0,2 0,2 0,007 

c600/c1039 0,2 0,6 0,2 0,2 
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<400> 382 
 

 10 
 
<210> 383  
<211> 355  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 383 
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<210> 384  
<211> 118  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 384 
 

 10 
 
<210> 385  
<211> 322  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 385 
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<210> 386  
<211> 107  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 386 
 

 10 
 
<210> 387  
<211> 355  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 387 
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<210> 388  
<211> 118  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 388 
 

 10 
 
<210> 389  
<211> 322  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 389 
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<210> 390  
<211> 107  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 390 
 

 10 
 
<210> 391  
<211> 355  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 391 
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<210> 392  
<211> 118  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 392 
 

 10 
 
<210> 393  
<211> 322  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 393 
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<210> 394  
<211> 107  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 394 
 

 10 
 
<210> 395  
<211> 340  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 395 
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<210> 396  
<211> 113  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 396 
 

 10 
 
<210> 397  
<211> 322  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 397 
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<210> 398  
<211> 107  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 398 
 

 10 
 
<210> 399  
<211> 355  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 399 
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<210> 400  
<211> 118  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 400 
 

 10 
 
<210> 401  
<211> 322  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 401 
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<210> 402  
<211> 107  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 402 
 

 10 
 
<210> 403  
<211> 355  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 403 
 

ES 2 456 296 T3

 



341 

 
 
<210> 404  
<211> 118  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 404 
 

 10 
 
<210> 405  
<211> 322  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 405 
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<210> 406  
<211> 107  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 406 
 

 10 
 
<210> 407  
<211> 364  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 407 
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<210> 408  
<211> 121  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 408 
 

 10 
 
<210> 409  
<211> 322  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 409 
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<210> 410  
<211> 107  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 410 
 

 10 
 
<210> 411  
<211> 349  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 411 
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<210> 412  
<211> 116  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 412 
 

 10 
 
<210> 413  
<211> 322  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 413 
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<210> 414  
<211> 107  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 414 
 

 10 
 
<210> 415  
<211> 364  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 415 
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<210> 416  
<211> 121  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 416 
 

 10 
 
<210> 417  
<211> 322  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 417 
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<210> 418  
<211> 107  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 418 
 

 10 
 
<210> 419  
<211> 340  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 419 
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<210> 420  
<211> 113  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 420 
 

 10 
 
<210> 421  
<211> 322  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 421 
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<210> 422  
<211> 107  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 422 
 

 10 
 
<210> 423  
<211> 364  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 423 
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<210> 424  
<211> 121  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 424 
 

 10 
 
<210> 425  
<211> 322  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 425 
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<210> 426  
<211> 107  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 426 
 

 10 
 
<210> 427  
<211> 355  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 427 
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<210> 428  
<211> 118  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 428 
 

 10 
 
<210> 429  
<211> 322  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 429 
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<210> 430  
<211> 107  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 430 
 

 10 
 
<210> 431  
<211> 340  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 431 
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<210> 432  
<211> 113  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 432 
 

 10 
 
<210> 433  
<211> 17  
<212> PRT  
<213> Artificial 15 
 
<220> 
<223> LCDR1 consenso anti-PDGFRbeta  
 
<220> 20 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (6)..(6) 
<223> Xaa es Val o Leu 
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<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (10)..(10) 
<223> Xaa es Ser, Ala o Pro 5 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (12)..(12) 
<223> Xaa es Asn o Lys 10 
 
<400> 433 
 

 
 15 
<210> 434  
<211> 7  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 20 
<220> 
<223> LCDR2 consenso anti-PDGFRbeta 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 25 
<222> (1)..(1) 
<223> Xaa es Trp o Arg 
 
<400> 434 
 30 

 
 
<210> 435  
<211> 9  
<212> PRT  35 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> LCDR3 consenso anti-PDGFRbeta 
 40 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (6)..(6) 
<223> Xaa es Thr o Ile 
 45 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (8)..(8) 
<223> Xaa es Tyr, Phe, Trp o Ile 
 50 
<400> 435 
 

 
 
<210> 436  55 
<211> 5  
<212> PRT  
<213> Artificial 
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<220> 
<223> HCDR1 consenso anti-PDGFRbeta 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 5 
<222> (1).. (1) 
<223> Xaa es Lys, Gln, Arg, Met, Gly o Asn 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 10 
<222> (3)..(3) 
<223> Xaa es Lys, Met, Val, Phe, Ile, Ser, Arg o Pro 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 15 
<222> (5)..(5) 
<223> Xaa es Leu, Gln, Thr, Ser, Glu, Val o Gly 
 
<400> 436 
 20 

 
 
<210> 437  
<211> 17  
<212> PRT  25 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> HCDR2 consenso anti-PDGFRbeta 
 30 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (1)..(1) 
<223> Xaa es Ser o Gly 
 35 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (3)..(3) 
<223> Xaa es Tyr, Ser o Trp 
 40 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (8)..(8) 
<223> Xaa es Val, Ile, Leu o Met 
 45 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
 
<222> (10)..(10) 
<223> Xaa es Phe, Thr o Val 50 
 
<400> 437 
 

 
 55 
<210> 438  
<211> 13  
<212> PRT  
<213> Homo sapiens 
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<400> 438 
 

 
 
<210> 439  5 
<211> 12  
<212> PRT  
<213> Homo sapiens 
 
<400> 439 10 
 

 
 
<210> 440  
<211> 12  15 
<212> PRT  
<213> Homo sapiens 
 
<400> 440 
 20 

 
 
<210> 441  
<211> 13  
<212> PRT  25 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 441 
 

 30 
 
<210> 442  
<211> 12  
<212> PRT  
<213> Homo sapiens 35 
 
<400> 442 
 

 
 40 
<210> 443  
<211> 17  
<212> PRT  
<213> Homo sapiens 
 45 
<400> 443 
 

 
 
<210> 444 50 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> LCDR3 consenso anti-PDGFRbeta  
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 5 
<222> (8)..(8) 
<223> Xaa es Tyr, Trp o Ile 
 
<400> 444 
 10 

 
 
<210> 445 
<211> 5 
<212> PRT 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> HCDR1 consenso anti-PDGFRbeta  
 20 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (1)..(1) 
<223> Xaa es Lys, Glu, Arg o Met 
 25 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (3).. (3) 
<223> Xaa es Lys, Met, Val o Phe 
 30 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (5).. (5) 
 
<223> Xaa es Leu, Gln, Thr o Ser  35 
 
<400> 445 
 

 
 40 
<210> 446 
<211> 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 45 
<220> 
<223> HCDR1 consenso anti-PDGFRbeta 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 50 
<222> (5)..(5) 
<223> Xaa es Leu o Gln 
 
<400> 446 
 55 

 
 
<210> 447 
<211> 17 
<212> PRT 60 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> HCDR2 consenso anti-PDGFRbeta  
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 5 
<222> (3)..(3) 
<223> Xaa es Tyr o Ser 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 10 
<222> (8)..(8) 
<223> Xaa es Val o Leu 
 
<400> 447 
 15 

 
 
<210> 448 
<211> 11 
<212> PRT 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> LCDR1 consenso anti-VEGF-A 
 25 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (2)..(2) 
<223> Xaa es Ala, Thr o Ser 
 30 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (4)..(4) 
<223> Xaa es Gln o Glu 
 35 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (5)..(5) 
<223> Xaa es Ser, Gly, Thr o Asn 
 40 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (7)..(7) 
<223> Xaa es Ser, Asp, Arg o Asn 
 45 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (8)..(8) 
<223> Xaa es Ser, Thr, Arg, Gly o Asn 
 50 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (9)..(9) 
<223> Xaa es Tyr o Phe 
 55 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (10)..(10) 
<223> Xaa es Leu o Val 
 60 
<400> 448 
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<210> 449 
<211> 7 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> LCDR2 consenso anti-VEGF-A  
 10 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (1)..(1) 
<223> Xaa es Ala, Gly, Asp o Thr 
 15 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (2)..(2) 
<223> Xaa es Ala o Arg 
 20 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (4)..(4) 
<223> Xaa es Ser, Thr, Lys, Asn o Arg 25 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (6)..(6) 
<223> Xaa es Gln, Glu, Lys o Arg 30 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (7)..(7) 
<223> Xaa es Ser, Asp o Gly 35 
 
<400> 449 
 

 
 40 
<210> 450 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 45 
<220> 
<223> LCDR3 consenso anti-VEGF-A 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 50 
<222> (5)..(5) 
<223> Xaa es Thr o Ser 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 55 
<222> (6).. (6) 
<223> Xaa es Thr, Ala o Ser 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 60 
<222> (7)..(7) 
<223> Xaa es Pro o Ser 
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<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (8) .. (8) 
<223> Xaa es Leu, Tyr, Pro, Ile, Arg, Val o Phe o está ausente 
 5 
<400> 450 
 

 
 
<210> 451 10 
<211> 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
 15 
<220> 
<223> HCDR1 consenso anti-VEGF-A 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 20 
<222> (1).. (1) 
<223> Xaa es Lys, Gly, Arg, His o Trp 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 25 
<222> (3)..(3) 
<223> Xaa es Asp, Ile o Glu 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 30 
<222> (5)..(5) 
<223> Xss es His, Trp, Glu, Gly, Val, Asp o Ala 
 
<400> 451 
 35 

 
 
<210> 452 
<211> 17 
<212> PRT 40 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> HCDR2 consenso anti-VEGF-A 
 45 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (1) .. (1) 
<223> Xaa es Val, Ser o Tyr 
 50 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (4)..(4) 
<223> Xaa es Pro o Ser 
 55 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (8)..(8) 
<223> Xaa es Try o Asp 
 60 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (9)..(9) 
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<223> Xaa es Thr o Ala 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (10)..(10) 5 
<223> Xaa es Ser, Trp, Ala o Thr 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
 10 
<222> (14)..(14) 
<223> Xaa es Ser o Pro 
 
<400> 452 
 15 

 
 
<210> 453  
<211> 12  
<212> PRT  20 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 453 
 

 25 
 
<210> 454  
<211> 12  
<212> PRT  
<213> Homo sapiens 30 
 
<400> 454 
 

 
 35 
<210> 455  
<211> 13  
<212> PRT  
<213> Homo sapiens 
 40 
<400> 455 
 

 
 
<210> 456  45 
<211> 4  
<212> PRT  
<213> Homo sapiens 
 
<400> 456 50 
 

 
 
<210> 457  
<211> 9  55 
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<212> PRT  
<213> Homo sapiens 
 
<400> 457 
 5 

 
 
<210> 458  
<211> 10  
<212> PRT  10 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 458 
 

 15 
 
<210> 459  
<211> 9  
<212> PRT  
<213> Homo sapiens 20 
 
<400> 459 
 

 
 25 
<210> 460  
<211> 9  
<212> PRT  
<213> Homo sapiens 
 30 
<400> 460 
 

 
 
<210> 461  35 
<211> 12  
<212> PRT  
<213> Homo sapiens 
 
<400> 461 40 
 

 
 
<210> 462 
<211> 13 45 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> LCDR1 consenso anti-VEGF-A 50 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (3)..(3) 
<223> Xaa es Ser o Val 55 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
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<222> (9) .. (9) 
<223> Xaa es Lys, Ser, Arg o Ala 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 5 
<222> (11) .. (11) 
<223> Xaa es Ala, Thr, Pro, Asn, Ser, Tyr o Ile 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 10 
<222> (13) .. (13) 
<223> Xaa es His, Asn, Gln, Thr o Ser 
 
<400> 462 
 15 

 
 
<210> 463 
<211> 7 
<212> PRT 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> LCDR2 consenso anti-VEGF-A  
 25 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (1)..(1) 
<223> Xaa es Tyr, Gly, Ser, Arg o Thr 
 30 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (2) .. (2) 
<223> Xaa es Asn o Asp 
 35 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (3) .. (3) 
<223> Xaa es Asn, Arg o Asp 
 40 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (4) .. (4) 
<223> Xaa es Leu, Gln o Arg 
 45 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (5)..(5) 
<223> Xaa es Leu o Arg 
 50 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (7)..(7) 
<223> Xaa es Pro o Ser 
 55 
<400> 463 
 

 
 
<210> 464 60 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 

ES 2 456 296 T3

 



366 

<220> 
<223> LCDR3 consenso anti-VEGF-A 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 5 
<222> (1) .. (1) 
<223> Xaa es Ala o Thr 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 10 
<222> (2)..(2) 
<223> Xaa es Ala o Thr 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 15 
<222> (6) .. (6) 
<223> Xaa es Asn o Ser 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 20 
<222> (8) .. (8) 
<223> Xaa es Asn o Ser 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 25 
<222> (9) .. (9) 
<223> Xaa es Gly o Val 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 30 
<222> (10) .. (10) 
<223> Xaa es Pro, Trp o Val 
 
<400> 464 
 35 

 
 
<210> 465 
<211> 5 
<212> PRT 40 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> HCDR1 consenso anti-VEGF-A 
 45 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
 
<222> (1) .. (1) 
<223> Xaa es Asp, Gly o His 50 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (3) .. (3) 
<223> Xaa es Leu, Ile o Glu 55 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (5) .. (5) 
<223> Xaa es Val, Trp o Ala 60 
 
<400> 465 
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<210> 466  
<211> 17  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 466 
 

 10 
 
<210> 467 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> HCDR2 consenso anti-VEGF-A 
 
<220> 20 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (1) .. (1) 
<223> Xaa es Tyr o Val 
 
<220> 25 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (8)..(8) 
<223> Xaa es Trp o Asp 
 
<220> 30 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (10) .. (10) 
<223> Xaa es Ala, Trp o Ser 
 
<400> 467 35 
 

 
 
<210> 468  
<211> 4  40 
<212> PRT  
<213> Homo sapiens 
 
<400> 468 
 45 

 
 
<210> 469  
<211> 12  
<212> PRT  50 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 469 
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<210> 470  
<211> 9  5 
<212> PRT  
<213> Homo sapiens 
 
<400> 470 
 10 

 
 
<210> 471 
<211> 13 
<212> PRT 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> LCDR1 consenso anti-VEGF-A 
 20 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (9) .. (9) 
<223> Xaa es Ser o Arg 
 25 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (11) .. (11) 
<223> Xaa es Thr, Pro, Asn o Ile 
 30 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
 
<222> (13) .. (13) 
<223> Xaa es Asn o Gln 35 
 
<400> 471 
 

 
 40 
<210> 472 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 45 
<220> 
<223> LCDR1 consenso anti-VEGF-A 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 50 
<222> (3) .. (3) 
<223> Xaa es Ser o Val 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 55 
<222> (9) .. (9) 
<223> Xaa es Lys, Ser o Arg 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 60 
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<222> (11).. (11) 
<223> Xaa es Ala, Thr, Pro, Asn o Ser 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 5 
<222> (13)..(13) 
<223> Xaa es His, Asn, Gln o Thr 
 
<400> 472 
 10 

 
 
<210> 473 
<211> 13 
<212> PRT 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> LCDR1 consenso anti-VEGF-A 
 20 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (9)..(9) 
<223> Xaa es Ser o Arg 
 25 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (11)..(11) 
<223> Xaa es Thr, Pro o Asn 
 30 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (13) .. (13) 
<223> Xaa es Asn o Gln 
 35 
<400> 473 
 

 
 
<210> 474 40 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 45 
<223> LCDR2 consenso anti-VEGF-A 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> . (1) .. (1) 50 
<223> Xaa es Gly o Ser 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (2) .. (2) 55 
<223> Xaa es Asn o Asp 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (3) .. (3) 60 
<223> Xaa es Asn, Arg o Asp 
 
<220> 
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<221> MISC_FEATURE 
<222> (4) .. (4) 
<223> Xaa es is Gln o Arg 
 
<220> 5 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (7) .. (7) 
<223> Xaa es Pro o Ser 
 
<400> 474 10 
 

 
 
<210> 475 
<211> 7 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> LCDR2 consenso anti-VEGF-A  20 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
 
<222> (1) .. (1) 25 
<223> Xaa es Tyr, Gly, Ser o Arg 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (2).. (2) 30 
<223> Xaa es Asn o Asp 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (3) .. (3) 35 
<223> Xaa es Asn o Asp 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (4) .. (4) 40 
<223> Xaa es Leu, Gln o Arg 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (5) .. (5) 45 
<223> Xaa es Leu o Arg 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (7) .. (7) 50 
<223> Xaa es Pro o Ser 
 
<400> 475 
 

 55 
 
<210> 476 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 60 
 
<220> 
<223> LCDR2 consenso anti-VEGF-A  
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<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (1) .. (1) 
<223> Xaa es Gly o Ser 5 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (2) .. (2) 
<223> Xaa es Asn o Asp 10 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (3) .. (3) 
<223> Xaa es Asn o Asp 15 
 
<220> 
 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (4) .. (4) 20 
<223> Xaa es Gln o Arg 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (7)..(7) 25 
<223> Xaa es Pro o Ser 
 
<400> 476 
 

 30 
 
<210> 477 
<211> 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220> 
<223> HCDR1 consenso anti-VEGF-A  
 
<220> 40 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (1) .. (1) 
<223> Xaa es Asp o Gly 
 
<220> 45 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (3) .. (3) 
<223> Xaa es Leu o Ile 
 
<220> 50 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (5) .. (5) 
<223> Xaa es Val o Trp 
 
<400> 477 55 
 

 
 
<210> 478 
<211> 17 60 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> HCDR2 consenso anti-VEGF-A  
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 5 
<222> (1) .. (1) 
<223> Xaa es Try o Val 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 10 
<222> (8) .. (8) 
<223> Xaa es Trp o Asp 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 15 
<222> (10) .. (10) 
<223> Xaa es Ala o Trp 
 
<400> 478 
 20 

 
 
<210> 479 
<211> 7 
<212> PRT 25 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> LCDR2 consenso anti-VEGF-A  
 30 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (1) .. (1) 
<223> Xaa es Tyr, Gly, Ser o Arg 
 35 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (2)..(2) 
<223> Xaa es Asn o Asp 
 40 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (3) .. (3) 
<223> Xaa es Asn o Asp 
 45 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (4) .. (4) 
<223> Xaa es Leu, Gln o Arg 
 50 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (5) .. (5) 
<223> Xaa es Leu o Arg 
 55 
<400> 479 
 

 
 
<210> 480 60 
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<211> 11 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 5 
<223> LCDR3 consenso anti-VEGF-A  
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (2) .. (2) 10 
<223> Xaa es Ala o Thr 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (8)..(8) 15 
<223> Xaa es Asn o Ser 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (9) .. (9) 20 
<223> Xaa es Gly o Val 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (10) .. (10) 25 
<223> Xaa es Trp o Val 
 
<400> 480 
 

 30 
 
<210> 481  
<211> 339  
<212> PRT  
<213> Homo sapiens 35 
 
<400> 481 
 

 

ES 2 456 296 T3

 



374 

 

ES 2 456 296 T3

 



375 

 
 
<210> 482 
<211> 1002 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> VEGFR2-Fc 
 10 
<400> 482 
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<210> 483 
<211> 67 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico 
 10 
<400> 483 
 

 
 
<210> 484 15 
<211> 74 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador oligonucleotídico 
 
<400> 484 
 

 25 
 
<210> 485 
<211> 2289 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 30 
 
<220> 
<223> Secuencia codificante PDGFRbeta-Fc5  
 
<400> 485 35 
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<210> 486 
<211> 762 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> PDGFRbeta-Fc5 
 10 
<400> 486 
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<210> 487 
<211> 744 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> IL-27RA-Fc5 
 10 
<400> 487 
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<210> 488  
<211> 241  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 488 
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<210> 489 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico 
 
<400> 489 
aggacttcct ggagggggtg a 21 10 
 
<210> 490 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico 
 
<400> 490 20 
gagcttcagg cagggcaggg t 21 
 
<210> 491 
<211> 3431 
<212> ADN 25 
<213> Macaco cynomolgus 
 
<400> 491 
 

 30 
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<210> 492 
<211> 232 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fc sin función efectora (Fc5)  10 
 
<400> 492 
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<210> 493  
<211> 75 
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<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADNc del enlazador (G4S)5 5 
 
<400> 493 
 

 
 10 
<210> 494 
<211> 25 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 15 
<220> 
<223> Enlazador (G4S)5 
 
<400> 494 
 20 

 
 
<210> 495 
<211> 30 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADNc del enlazador y el lazo (G4S)2  
 30 
<400> 495 
ggtggcgggg gttcgggtgg aggaggttct 30 
 
<210> 496 
<211> 10 35 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Enlazador y lazo (G4S)2 40 
 
<400> 496 
 

 
 45 
<210> 497 
<211> 765 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 50 
<220> 
<223> ADNc scFv c1111.1 
 
<400> 497 
 55 
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<210> 498 
<211> 255 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> scFv c1111.1 
 10 
<400> 498 
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<210> 499 
<211> 744 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> ADNc scFv c870.1 
 
<400> 499 
 10 

 
 
<210> 500 
<211> 248 
<212> PRT 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> scFv c870.1 
 20 
<400> 500 
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<210> 501  
<211> 762  
<212> ADN 5 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> ADNc scFv c1091.1 
 5 
<400> 501 
 

 
 
<210> 502 10 
<211> 254 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> scFv c1092.1 
 
<400> 502 
 

ES 2 456 296 T3

 



403 
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<210> 503 
<211> 762 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> ADNc scFv c1039.1 
 
<400> 503 
 10 

 
 
<210> 504 
<211> 254 
<212> PRT 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> scFv2 c1039.1 
 20 
<400> 504 
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<210> 505 
<211> 753 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> ADNc scFv2 c868.1 
 
<400> 505 
 10 

 
 
<210> 506 
<211> 251 
<212> PRT 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> scFv c868.1 
 20 
<400> 506 
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<210> 507 
<211> 756 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> ADNc scFv c1081.1 
 
<400> 507 
 10 

 
 
<210> 508 
<211> 252 
<212> PRT 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> scFv c1081.1 
 20 
<400> 508 
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<210> 509 
<211> 1410 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de IgG1 completa c597.1  
 10 
<400> 509 
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<210> 510 
<211> 470 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> IgG1 completa c597.1  
 10 
<400> 510 
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<210> 511 
<211> 2202 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de IgG1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c597.1-c1111.1 
 10 
<400> 511 
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<210> 512  
<211> 734  
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> IgG1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c597.1-c1111.1 
 10 
<400> 512 
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<210> 513 
<211> 2181 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de IgG1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c597.1-c870.1 
 10 
<400> 513 

ES 2 456 296 T3

 



419 

 

ES 2 456 296 T3

 



420 

 
 
<210> 514 
<211> 727 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> IgG1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c597.1-c870.1 
 10 
<400> 514 
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<210> 515 
<211> 2199 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de IgG1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c597.1-c1092.1 
 10 
<400> 515 
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<210> 516 
<211> 733 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> IgG1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c597.1-c1092.1 
 10 
<400> 516 
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<210> 517 
<211> 2199 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de IgG1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c597.1-c1039.1 
 10 
<400> 517 
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<210> 518 
<211> 733 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Aminoácidos de IgG1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c597.1-c1039.1 
 10 
<400> 518 
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<210> 519 
<211> 2190 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de IgG1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c597.1-c868.1 
 10 
<400> 519 
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<210> 520 
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<211> 730 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 5 
<223> IgG1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c597.1-c868.1 
 
<400> 520 
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<210> 521 
<211> 2193 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> ADNc de IgG1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c597.1-c1081.1 
 
<400> 521 
 10 
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<210> 522 
<211> 731 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> IgG1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c597.1-c1081.1 
 10 
<400> 522 
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<210> 523 
<211> 54 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico 
 10 
<400> 523 
atctccaaag ccaaagggca gccccgagaa ccacaggtgt acaccctgcc ccca 54 
 
<210> 524 
<211> 48 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico 20 
 
<400> 524 
ggtggcgggg gttcgggtgg aggaggttct gaagttcaat tgttagag 48 
 
<210> 525 25 
<211> 48 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 30 
<223> Cebador oligonucleotídico 
 
<400> 525 
aggaacctcct ccacccgaac ccccgccacc acccggagac agggagag 48 
 35 
<210> 526 
<211> 51 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 40 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico 
 
<400> 526 
agtcgaggct gatcagcgag cttctagatt ttatttgata tccactttgg t 51 45 
 
<210> 527 
<211> 52 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 50 
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<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico 
 
<400> 527 
agtcgaggct gatcagcgag cttctagatt ttagacggtc agcttggtcc ct 52 5 
 
<210> 528 
<211> 51 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico 
 
<400> 528 15 
agtcgaggct gatcagcgag cttctagatt ttatttgatc tccagcttgg t 51 
 
<210> 529 
<211> 51 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico 
 25 
<400> 529 
agtcgaggct gatcagcgag cttctagatt ttagcttgag acggtgaccg t 51 
 
<210> 530 
<211> 48 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico 35 
 
<400> 530 
ggtggcgggg gttcgggtgg aggaggttct gccatccaga tgacccag 48 
 
<210> 531  40 
<211> 232  
<212> PRT  
<213> Homo sapiens 
 
<400> 531 45 
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<210> 532 
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<211> 232 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 5 
<223> Fc-488 
 
<400> 532 
 

 10 
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<210> 533 
<211> 232 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
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<223> Fc-4  
 
<400> 533 
 

 5 
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<210> 534 
<211> 231 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Fc6 
 
<400> 534 
 10 
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<210> 535  
<211> 232  
<212> PRT 5 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fc7 
 5 
<400> 535 
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<210> 536  
<211> 717  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de cadena kappa c597.1 
 10 
<400> 536 
 

 
 
<210> 537 15 
<211> 239 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> cadena kappa c597.1  
 
<400> 537 
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<210> 538 
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<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 538 5 
 

 
 
<210> 539 
<211> 15 10 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> enlazador peptídico 15 
 
<400> 539 
 

 
 20 
<210> 540 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 25 
<220> 
<223> enlazador peptídico 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 30 
<222> (2)..(5) 
<223> Xaa es Gly o está ausente 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 35 
<222> (6) .. (6) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido de origen natural 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 40 
<222> (8) .. (11) 
<223> Xaa es Gly o está ausente 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 45 
<222> (12)..(12) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido de origen natural 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 50 
<222> (14) .. (17) 
<223> Xaa es Gly o está ausente 
 
<400> 540 
 55 
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<210> 541 
<211> 11 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Enlazador peptídico 
 10 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (4) .. (4) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido de origen natural 
 15 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (8)..(8) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido de origen natural 
 20 
<400> 541 
 

 
 
<210> 542 25 
<211> 25 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 30 
<223> enlazador peptídico 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (2) .. (12) 35 
<223> Xaa es Gly o está ausente 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (15) .. (25) 40 
<223> Xaa es Gly o está ausente 
 
<400> 542 
 

 45 
 
<210> 543 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 50 
 
<220> 
<223> enlazador peptídico 
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<400> 543 
 

 
 5 
<210> 544  
<211> 13  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 10 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A  
 
<400> 544 
 15 

 
 
<210> 545  
<211> 13  
<212> PRT  20 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A 
 25 
<400> 545 
 

 
 
<210> 546  30 
<211> 13  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 35 
<223> Péptido VEGF-A 
 
<400> 546 
 

 40 
 
<210> 547  
<211> 13  
<212> PRT  
<213> Artificial 45 
 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A 
 
<400> 547 50 
 

 
 
<210> 548  
<211> 13  55 
<212> PRT  
<213> Artificial 

ES 2 456 296 T3

 



459 

 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A 
 
<400> 548 5 
 

 
 
<210> 549  
<211> 13  10 
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A 15 
 
<400> 549 
 

 
 20 
<210> 550  
<211> 13  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A 
 
<400> 550 
 30 

 
 
<210> 551  
<211> 13  
<212> PRT  35 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A 
 40 
<400> 551 
 

 
 
<210> 552  45 
<211> 13  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 50 
<223> Péptido VEGF-A 
 
<400> 552 
 

 55 
 
<210> 553  
<211> 13  
<212> PRT  
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<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A 
 5 
<400> 553 
 

 
 
<210> 554  10 
<211> 13  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> Péptido VEGF-A 
 
<400> 554 
 

 20 
 
<210> 555  
<211> 13  
<212> PRT  
<213> Artificial 25 
 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A 
 
<400> 555 30 
 

 
 
<210> 556 
<211> 13  35 
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A 40 
 
<400> 556 
 

 
 45 
<210> 557  
<211> 13  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 50 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A 
 
<400> 557 
 55 

 
 
<210> 558  
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461 

<211> 13  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 5 
<223> Péptido VEGF-A 
 
<400> 558 
 

 10 
 
<210> 559  
<211> 13  
<212> PRT  
<213> Artificial 15 
 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A 
 
<400> 559 20 
 

 
 
<210> 560  
<211> 13  25 
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A  30 
 
<400> 560 
 

 
 35 
<210> 561  
<211> 13  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 40 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A 
 
<400> 561 
 45 

 
 
<210> 562  
<211> 13  
<212> PRT  50 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A 
 55 
<400> 562 
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462 

<210> 563  
<211> 13  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A 
 
<400> 563 
 10 

 
 
<210> 564  
<211> 13  
<212> PRT  15 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A 
 20 
<400> 564 
 

 
 
<210> 565  25 
<211> 13  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> Péptido VEGF-A 
 
<900> 565 
 

 35 
 
<210> 566  
<211> 20  
<212> PRT  
<213> Artificial 40 
 
<220> 
<223> Péptido PDGFRbeta  
 
<400> 566 45 
 

 
 
<210> 567  
<211> 20  50 
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Péptido PDGFRbeta 55 
<400> 567 
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463 

 
 
<210> 568  
<211> 20  
<212> PRT  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Péptido PDGFRbeta 
 10 
<400> 568 
 

 
 
<210> 569  15 
<211> 20  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> Péptido PDGFRbeta  
 
<400> 569 
 

 25 
 
<210> 570  
<211> 20  
<212> PRT  
<213> Artificial 30 
 
<220> 
<223> Péptido PDGFRbeta  
 
<400> 570 35 
 

 
 
<210> 571  
<211> 20  40 
<212> PRT  
<213> Artificial 
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464 

<220> 
<223> Péptido PDGFRbeta  
 
<400> 571 
 5 

 
 
<210> 572  
<211> 20  
<212> PRT  10 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Péptido PDGFRbeta 
 15 
<400> 572 
 

 
 
<210> 573  20 
<211> 20  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 25 
<223> Péptido PDGFRbeta  
 
<400> 573 
 

 30 
 
<210> 574  
<211> 20  
<212> PRT  
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> Péptido PDGFRbeta  
 
<400> 574 40 
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465 

<210> 575  
<211> 20  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> Péptido PDGFRbeta  
 
<400> 575 
 10 

 
 
<210> 576  
<211> 20  
<212> PRT  15 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Péptido PDGFRbeta  
 20 
<400> 576 
 

 
 
<210> 577  25 
<211> 20  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> Péptido PDGFRbeta  
 
<400> 577 
 

 35 
 
<210> 578  
<211> 20  
<212> PRT  
<213> Artificial 40 
 
<220> 
<223> Péptido PDGFRbeta  
 
<400> 578 45 
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466 

 
 
<210> 579  
<211> 9  
<212> PRT  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A 
 10 
<400> 579 
 

 
 
<210> 580  15 
<211> 11  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> Péptido VEGF-A 
 
<400> 580 
 

 25 
 
<210> 581  
<211> 9  
<212> PRT  
<213> Artificial 30 
 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A 
 
<400> 581 35 
 

 
 
<210> 582  
<211> 11  40 
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Péptido VEGF-A 45 
 
<400> 582 
 

 
 50 
<210> 583  
<211> 10  
<212> PRT  
<213> Artificial 
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467 

<220> 
<223> péptido PDGFRbeta 
 
<400> 583 
 5 

 
 
<210> 584  
<211> 36  
<212> ADN  10 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico zc24945 
 15 
<400> 584 
gagcccaaat cttcagacaa aactcacaca tgccca 36 
 
<210> 585  
<211> 71  20 
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico zc56626 25 
 
<400> 585 
 

 
 30 
<210> 586  
<211> 75  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 35 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico zc56626 
 
<400> 586 
 40 

 
 
<210> 587  
<211> 69  
<212> ADN  45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico zc60139 
 50 
<400> 587 
 

 
 
<210> 588  55 
<211> 75  
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468 

<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico zc60427 5 
 
<400> 588 
 

 
 10 
<210> 589  
<211> 48  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 15 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico zc60496 
 
<400> 589 
tgtgtgagtt ttgtctgaag atttgggctc tttgatttcc accttggt 48 20 
 
<210> 590  
<211> 69  
<212> ADN  
<213> Artificial 25 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico zc60500 
 
<400> 590 30 
 

 
 
 
<210> 591  35 
<211> 75 
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 40 
<223> Cebador oligonucleotídico zc61436 
 
<400> 591 
 

 45 
 
<210> 592  
<211> 69  
<212> ADN  
<213> Artificial 50 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico zc61437 
 
<400> 592 55 
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469 

 
 
<210> 593  
<211> 48  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico zc61438 
 10 
<400> 593 
ggtggcgggg gttcgggtgg aggaggttct gccatccaga tgacccag 48 
 
<210> 594  
<211> 75  15 
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico zc61439 20 
 
<210> 595  
<211> 69  
<212> ADN  
<213> Artificial 25 
 
<400> 594 
 

 
 30 
<210> 595  
<211> 69  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 35 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico zc61440 
 
<400> 595 
 40 

 
 
<210> 596  
<211> 69  
<212> ADN  45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> (Cebador oligonucleotídico zc61443) 
 50 
<400> 596 
 

 
 
<210> 597  55 
<211> 48  
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470 

<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico zc61444 5 
 
<400> 597 
tgtgtgagtt ttgtctgaag atttgggctc tttaatctcc agtcgtgt 48 
 
<210> 598  10 
<211> 52  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador oligonucleotídico zc61445 
 
<400> 598 
cccagagctg ttttaaggcg cgcctctaga tttagcttga gacggtgacc gt 52 
 20 
<210> 599  
<211> 52  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico zc61447 
 
<400> 599 
cccagagctg ttttaaggcg cgcctctaga tttataggac ggtcagcttg gt 52 30 
 
<210> 600  
<211> 52  
<212> ADN  
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico zc61448 
 
<400> 600 40 
cccagagctg ttttaaggcg cgcctctaga tttatttgat ctccagcttg gt52 
 
<210> 601  
<211> 45  
<212> ADN  45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico zc62580 
 50 
<400> 601 
ccatcggtct tcccgctagc accctcctcc aagagcacct ctggg 45 
 
<210> 602  
<211> 51  55 
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico zc62593 60 
 
<400> 602 
agtcgaggct gatcagcgag cttctagatt ttataggacg gtcagcttgg t 51 
 
<210> 603  65 
<211> 780  
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471 

<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> ADNc c941.1 scFv 5 
 
<400> 603 
 

 
 10 
<210> 604  
<211> 260  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 15 
<220> 
<223> c941.1 scFv 
 
<400> 604 
 20 
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472 

 
 
<210> 605  
<211> 780  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> ADNc scFv c1035.1 
 10 
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473 

<400> 605 
 

 
 
<210> 606  5 
<211> 260  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 10 
<223> scFv c1035.1 
 
<400> 606 
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475 

 
 
<210> 607  
<211> 750  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> ADNc scFv c868.1 
 10 
<400> 607 
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476 

 
 
<210> 608  
<211> 250  
<212> PRT  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> scFv c868.1 
 10 
<400> 608 
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477 

 

ES 2 456 296 T3

 



478 

 
 
<210> 609  
<211> 744  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> ADNc scFv c870.1 
 10 
<400> 609 
 

 
 
<210> 610  15 
<211> 248  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> scFv c870.1 
 
<400> 610 
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479 
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480 

<210> 611  
<211> 759  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> ADNc scFv c1039.1 
 
<400> 611 
 10 

 
 
<210> 612  
<211> 253  
<212> PRT  15 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> scFv c1039.1 
 20 
<400> 612 
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481 
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482 

<210> 613  
<211> 717  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> ADNc VL kappa c600.1 
 
<400> 613 
 10 

 
 
<210> 614  
<211> 239  
<212> PRT  15 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> VL kappa c600.1 
 20 
<400> 614 
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483 

 
 
<210> 615  
<211> 1410  
<212> ADN 5 
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484 

<213> Artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de IgG1 completa c600.1  
 5 
<400> 615 
 

 
 
<210> 616  10 
<211> 470  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> IgG1 completa c600.1 
 
<400> 616 
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485 
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486 
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487 

 
 
<210> 617  
<211> 2310  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de Fc5 enlazador de 10 monómeros en bisc 6941.1-c868.1 
 10 
<400> 617 
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488 
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489 

 
 
<210> 618  
<211> 770  
<212> PRT  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Fc5 enlazador de 10 monómeros en bisc c941.1-c868.1 
 10 
<400> 618 
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490 
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491 
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492 
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493 

 
 
<210> 619  
<211> 2304  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de Fc5 enlazador de 10 monómeros en bisc c941.1-c870.1 
 10 
<400> 619 
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494 

 

ES 2 456 296 T3

 



495 
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496 

 
 
<210> 620  
<211> 768  
<212> PRT  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Fc5 enlazador de 10 monómeros en bisc c941.1-c870.1 
 10 
<400> 620 
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497 
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498 
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499 

 
 
<210> 621  
<211> 2319  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de Fc5 enlazador de 10 monómeros en bisc c941.1-c1039.1 
 10 
<400> 621 
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500 

 
 
<210> 622  
<211> 773  
<212> PRT  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Fc5 enlazador de 10 monómeros en bisc c941.1-c1039.1 
 10 
<400> 622 
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501 
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502 
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503 
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504 

 
 
<210> 623  
<211> 2310  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de Fc5 enlazador de 10 monómeros en bisc c1035.1-c868.1 
 10 
<400> 623 
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505 
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506 
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507 

<210> 624  
<211> 770  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> Fc5 enlazador de 10 monómeros en bisc c1035.1-c868.1 
 
<400> 624 
 10 
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508 
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509 

 

ES 2 456 296 T3

 



510 
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511 

 
 
<210> 625  
<211> 2304  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de Fc5 enlazador de 10 monómeros en bisc c1035.1-c870.1 
 10 
<400> 625 
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512 

 
 
<210> 626  
<211> 768  
<212> PRT  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Fc5 enlazador de 10 monómeros en bisc c1035.1-c870.1 
 10 
<400> 626 
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513 
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514 
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515 

 
 
<210> 627  
<211> 2319  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de Fc5 enlazador de 10 monómeros en bisc c1035.1-c1039.1 
 10 
<400> 627 
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516 
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517 

 
 

ES 2 456 296 T3

 



518 

<210> 628  
<211> 773  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> Fc5 enlazador de 10 monómeros en bisc c1035.1-c1039.1 
 
<400> 628 
 10 
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520 
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521 
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522 

 
 
<210> 629  
<211> 2187  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de IgG1.1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c597.1-c868.1 
 10 
<400> 629 
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523 
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524 

 
 
<210> 630  
<211> 729  
<212> PRT  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> IgG1.1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c597.1-c868.1 
 10 
<400> 630 
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525 
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526 
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527 

 
 
<210> 631  
<211> 2181  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de IgG1.1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c597.1-c870.1 
 10 
<400> 631 
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528 

 
 
<210> 632  
<211> 727  
<212> PRT  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> IgG1.1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c597.1-c870.1 
 10 
<400> 632 
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529 
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530 
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531 
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532 

 
 
<210> 633  
<211> 2196  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de IgG1.1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c597.1-c1039.1 
 10 
<400> 633 
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534 
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535 

<210> 634  
<211> 732  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> IgG1.1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c597.1-c1039.1 
 
<400> 634 
 10 
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536 
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537 
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538 
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539 

<210> 635  
<211> 2187  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> ADNc de IgG1.1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c600.1-c868.1 
 
<400> 635 
 10 
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540 

 
 
<210> 636  
<211> 729  
<212> PRT  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> IgG1.1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c600.1-c868.1 
 10 
<400> 636 
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541 
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542 
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543 

 
 
<210> 637  
<211> 2181  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de IgG1.1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c600.1-c870.1 
 10 
<400> 637 
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544 
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545 

 
 
<210> 638  
<211> 727  
<212> PRT  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> IgG1.1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c600.1-c870.1 
 10 
<400> 638 
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546 
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547 
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548 

 
 
<210> 639  
<211> 2196  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de IgG1.1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c600.1-c1039.1 
 10 
<400> 639 
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549 
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550 

 
 
<210> 640  
<211> 732  
<212> PRT  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> IgG1.1 enlazadora de 10 monómeros en biAb c600.1-c1039.1 
 10 
<400> 640 
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552 
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553 

 
 
<210> 641  
<211> 990  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> ADNc de IgG1.1  
 10 
<400> 641 
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554 

 
 
<210> 642  
<211> 330  
<212> PRT  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> IgG1.1 
 10 
<400> 642 
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555 
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556 

 
 
<210> 643  
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557 

<211> 696  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 5 
<223> ADNc de Fc5  
 
<400> 643 
 

 10 
 
<210> 644  
<211> 409  
<212> PRT  
<213> Artificial 15 
 
<220> 
<223> FcRn de cadena sencilla (scFcRn) 
 
<400> 644 20 
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558 
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559 
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560 

 
 
<210> 645  
<211> 35  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico zc60375 
 10 
<400> 645 
atatatgtgc actctgacat ccagatgacc cagtc 35 
 
<210> 646  
<211> 23  15 
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico zc60376 20 
 
<400> 646 
ggagggtgct agcgggaaga ccg  23 
 
<210> 647  25 
<211> 7479  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> pZMP31 
 
<400> 647 
 

 35 
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562 
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563 
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564 

 
 
<210> 648  
<211> 8133  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> pZMP31-ms 26-10VH-Fc5 
 10 
<400> 648 
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566 
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567 
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568 

 
 
<210> 649  
<211> 20  
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
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<220> 
<223> Péptido PDGFRbeta  
 
<400> 649 
 5 

 
 
<210> 650  
<211> 20  
<212> PRT  10 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Péptido PDGFRbeta  
 15 
<400> 650 
 

 
 

20 
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REIVINDICACIONES 

1. Un anticuerpo biespecífico que neutraliza tanto PDGFRβ como VEGF-A, comprendiendo dicho anticuerpo 
biespecífico: 

 (I) una primera región de unión a antígeno que se une específicamente al dominio extracelular de PDGFRβ y 
neutraliza la actividad PDGFRβ, en donde dicha región de unión a PDGFRβ comprende un dominio VL (VL-PDGFR) 5 
que comprende las CDR LCDR1PDGFR, LCDR2PDGFR y LCDR3PDGFR y un dominio VH (VH-PDGFR) que comprende 
las CDR HCDR1PDGFR, HCDR2PDGFR y HCDR3PDGFR, en donde: 

 LCDR1PDGFR, LCDR2PDGFR y LCDR3PDGFR tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, 
en los restos 24-40, los restos 56-62 y los restos 95-103 de la SEC ID Nº 46; y 

 HCDR1PDGFR, HCDR2PDGFR y HCDR3PDGFR tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, 10 
respectivamente, en los restos 31-35, los restos 50-66, y los restos 99-111 de la SEC ID Nº 48; y 

 (II) una segunda región de unión a antígeno que se une específicamente a VEGF-A y neutraliza la actividad 
VEGF-A, en donde dicha región de unión a VEGF-A comprende un dominio VL (VL-VEGF) que comprende las CDR 
LCDR1VEGF, LCDR2VEGF y LCDR3VEGF y un dominio VH (VHVEGF) que comprende las CDR HCDR1VEGF, 
HCDR2VEGF y HCDR3VEGF, en donde: 15 

 LCDR1VEGF, LCDR2VEGF y LCDR3VEGF tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en 
los restos 24-34, los restos 50-56 y los restos 89-97 de la SEC ID Nº 278; y 

 HCDR1VEGF, HCDR2VEGF y HCDR3VEGF tienen las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, 
en los restos 31-35, los restos 50-66 y los restos 99-110 de la SEC ID Nº 280; 

en donde dicha primera región de unión a antígeno y dicha segunda región de unión a antígeno muestran, cada una, 20 
una afinidad de unión (Ka) de 108 M-1 o mayor. 

2. El anticuerpo biespecífico de acuerdo con la reivindicación 1, en el que los dominios VL-PDGFR y VH-PDGFR 
comprenden las secuencias de aminoácidos mostradas en las SEC ID Nº 46 y 48, respectivamente. 

3. El anticuerpo biespecífico de acuerdo con la reivindicación 1, en el que los dominios VL-VEGF y VH-VEGF comprenden 
las secuencias de aminoácidos mostradas en las SEC ID Nº 278 y 280, respectivamente. 25 

4. Un anticuerpo biespecífico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que VL-PDGFR, UH-PDGFR, VL-

VEGF y VH-VEGF comprenden las secuencias de aminoácidos mostradas, respectivamente, en las SEC ID Nº 46, 48, 
278 y 280. 

5. Un anticuerpo biespecífico de acuerdo con cualquier reivindicación anterior, en donde dicho anticuerpo 
biespecífico opcionalmente comprende una región constante de cadena pesada de inmunoglobulina, tal como un 30 
fragmento Fc. 

6. El anticuerpo biespecífico de la reivindicación 5, en el que el fragmento Fc comprende una región Fc modificada 
para reducir o eliminar una o más funciones efectoras. 

7. El anticuerpo biespecífico de la reivindicación 5, en donde dicho anticuerpo es un tascFv, un biscFv o un biAb. 

8. El anticuerpo biespecífico de cualquier reivindicación anterior, en donde dicho anticuerpo biespecífico es un bi-Fv 35 
de cadena sencilla (biscFv). 

9. El anticuerpo biespecífico de la reivindicación 8, en donde dicho biscFv comprende los restos aminoacídicos 20-
773 de la SEC ID Nº 628. 

10. Una composición farmacéutica que comprende un anticuerpo biespecífico de acuerdo con cualquier 
reivindicación anterior; y un vehículo farmacéuticamente aceptable. 40 

11. Un polinucleótido aislado que codifica un anticuerpo biespecífico de acuerdo con cualquiera de las 
reivindicaciones 1-9. 

12. Un polinucleótido aislado de acuerdo con la reivindicación 11, en donde el polinucleótido comprende las 
secuencias de ácido nucleico de las SEC ID Nº 45 y 47. 

13. Un polinucleótido aislado de acuerdo con las reivindicaciones 11 ó 12, en donde el polinucleótido comprende las 45 
secuencias de ácido nucleico de las SEC ID Nº 277 y 279. 

14. Un vector de expresión que comprende el polinucleótido de cualquiera de las reivindicaciones 11-13. 

15. Una célula huésped que comprende el vector de expresión de la reivindicación 14. 

16. Un procedimiento para producir un anticuerpo biespecífico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-
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9, comprendiendo el procedimiento cultivar la célula huésped de la reivindicación 15 en condiciones en que se 
exprese el anticuerpo biespecífico; y aislar el anticuerpo biespecífico de la célula huésped. 

17. Un anticuerpo biespecífico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9 para su uso como 
medicamento. 

18. Uso de un anticuerpo biespecífico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9, para la fabricación de 5 
un medicamento para tratar un trastorno neovascular. 

19. Un anticuerpo biespecífico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9, para uso en el tratamiento de 
un trastorno neovascular. 

20. Uso de acuerdo con la reivindicación 18, o un anticuerpo biespecífico de la reivindicación 19 para su uso de 
acuerdo con la reivindicación 19, en el que el trastorno neovascular es: 10 

 (a) un cáncer caracterizado por crecimiento de tumores sólidos, tal como un cáncer seleccionado entre el grupo 
que consiste en cáncer pancreático, carcinoma de células renales (RCC), cáncer colorrectal, cáncer pulmonar no 
microcítico (NSCLC), tumor estromático gastrointestinal (GIST) y glioblastoma; o 

 (b) un trastorno ocular neovascular, tal como un trastorno ocular neovascular seleccionado entre el grupo que 
consiste en degeneración macular relacionada con la edad, retinopatía diabética, neovascularización del iris, 15 
glaucoma neovascular y vitrorretinopatía proliferativa. 
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Fig. 1C 
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