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DESCRIPCION
Anticuerpos contra el receptor 1 del factor de crecimiento endotelial vascular

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a anticuerpos que son especificos para el receptor del factor de crecimiento
endotelial vascular 1 (VEGFR-1) y a procedimientos de tratamiento de enfermedades y tumores asociados con la
angiogénesis con anticuerpos contra VEGFR-1.

Antecedentes de la invencion

Es conocido que la angiogénesis, que se refiere a la formacién de capilares a partir de vasos preexistentes en el
embridén y el organismo adulto, es un elemento clave en el crecimiento, la supervivencia y la metastasis tumoral. Se
piensa que los factores de crecimiento y sus receptores, incluyendo el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el
factor de crecimiento transformante-a (TGF-a), factor de crecimiento transformante-g8 (TGF-g), factor de crecimiento
de fibroblastos acido y basico (aFGF y bFGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), y factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), juegan un papel en la angiogénesis tumoral. Véase Klagsbrun & D’Amore,
Annual Rev. Physiol., 53: 217-239 (1991). La unién de estos factores de crecimiento a sus receptores de la
superficie celular induce la activacion del receptor, que inicia y modifica las rutas de sefializacién celular y conduce a
la proliferacion y diferenciacion celular. EI VEGF, un mitdgeno celular especifico endotelial, se diferencia de estos
factores en que actiia como un inductor de la angiogénesis promoviendo especificamente la proliferacion de células
endoteliales.

La respuesta biolégica del VEGF esta mediada a través de sus receptores de alta afinidad, que se expresan
selectivamente en las células endoteliales durante la embriogénesis (Millauer, Cell, 72: 835-846 (1993)) y durante la
formacion de tumores. Los receptores del VEGF (VEGFR) son tipicamente tirosin quinasas de tipo receptor de clase
lll, que se caracterizan por tener varios bucles similares a los de las inmunoglobulinas, tipicamente 5 o 7, en sus
dominios amino-terminales extracelulares del receptor de unién a ligando (Kaipainen y col., J. Exp. Med., 178:2077-
2088 (1993)). Las otras dos regiones incluyen una region transmembrana y un dominio catalitico carboxi-terminal
intracelular interrumpido por una insercion de secuencias hidréfilas interquinasa de longitudes variables, denominado
dominio de insercidn de quinasas (Terman y col., Oncogene, 6:1677-1683 (1991)). Los VEGFR incluyen al receptor
de tirosin quinasas similar a fins (flt-1), o VEGFR-1, secuenciado por Shibuya y col., Oncogene, 5: 519-524 (1990), al
receptor que contiene un dominio de insercidon de quinasas/quinasa hepatica fetal (KDR/flk-1), o VEGFR-2, descrito
en el documento WO 92/14248, presentado el 20 de febrero de 1992, y en Terman y col., Oncogene, 6: 1677-1683
(1991) y secuenciado por Matthews y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 88: 9026-9030 (1991), aunque otros
receptores, tales como la neuropilina-1 y -2, también se pueden unir al VEGF. Otro receptor de tirosin quinasas,
VEGFR-3 (flt-4), se une a los homoélogos de VEGF, VEGF-C y VEGF-D y es mas importante en el desarrollo de los
vasos linfaticos.

La importancia del VEGFR-1 en la regulacion de la angiogénesis patoldégica se ha mostrado en modelos
experimentales in vivo. El déficit del dominio tirosin quinasa del VEGFR-1 da como resultado la disminucién de la
formacioén de vasos sanguineos en tumores, indicando un papel significativo de la tirosin quinasa del VEGFR-1 en la
angiogénesis patoldgica (Hiratsuka y col., Cancer Research, 61:1207-1213 (2001)). El dominio tirosin quinasa del
VEGFR-1 también se requiere para la promocién de la patogénesis y metastasis tumoral por medio de la induccion
de la metaloproteasa de matriz 9 (MMP-9) en células endoteliales y macrofagos (Hiratsuka y col., Cancer Research,
61:1207-1213 (2001)). Ademas, se ha mostrado que el VEGFR-1 media la movilizacién y diferenciacion de
precursores procedentes de MO que responden a P1GF (Hattori y col., Nature Medicine, 8:841-849 (2002)). La
inhibicién del VEGFR-1 por medio de un anticuerpo anti-VEGFR-1 condujo a la reducciéon de la angiogénesis tumoral
impidiendo la acumulacién de células endoteliales procedentes de la médula ésea y progenitoras de macréfagos de
la vascularizacion en tumores Lyden y col., Nature Medicine, 7:1194-1201 (2001)) e inhibié el crecimiento del cancer
de mama (WU, PNAS 2004, 45,694-695). El tratamiento con un anticuerpo anti-VEGFR-1 también inhibi6
eficazmente la angiogénesis patologica en tumores y retina isquémica en modelos animales (Lutten y col., Nature
Medicine, 8:831-840 (2002)).

Ademas del papel del VEGFR-1 en la angiogénesis, la co-expresion del VEGF y sus receptores se encuentra con
frecuencia en células neoplasicas en enfermedades hematoldgicas y en determinadas células de tumores sélidos
(Bellamy, Cancer Research, 59:728-733 (1999); Ferrer y col., Urology, 54:567-572 (1999); Price y col., Cell Growth
Differ., 12:129-135 (2001)). Se ha mostrado que el VEGF induce directamente la proliferacion, supervivencia e
invasividad de las células de leucemia que expresan el receptor del VEGF por medio de la activaciéon de rutas de
sefializacion intracelular aguas abajo a través de un bucle autocrino estimulado por ligando (Dias y col., Proc Natl
Acad Sci EE.UU., 98:10857-10862 (2001); Gerber y col., J Mol Med., 81:20-31 (2003)). La estimulacion del VEGF
también da como resultado un incremento de la invasividad de las células de cancer de mama que expresan el
VEGFR-1 induciendo la activacion de las rutas de sefalizacion de ERK 1/2 y de la PI 3/Akt-quinasa (Price y col., Cell
Growth Differ., 12:129-135 (2001)).

También, el VEGFR-1 y sus ligandos han mostrado que juegan un papel importante en trastornos inflamatorios. El
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déficit del VEGF-B da como resultado la reduccion de la densidad de vasos asociada a la inflamacion e inflamacion
sinovial en modelos de artritis (Mould y col., Arthritis Rheum., 48:2660-2669 (2003)). El PIGF también juega un papel
critico en el control de la inflamaciéon cutanea por medio del agrandamiento vascular, células inflamatorias y
monocitos/macréfagos, y se ha mostrado que contribuye a la modulacion de la ateroesclerosis y artritis reumatoide
en modelos animales (Luttun y col., Nature Medicine, 8:831-840 (2002); Autiero & Thromb Haemost., 1:1356-1370
(2003)). El tratamiento con un anticuerpo anti-VEGFR-1 neutralizante suprimié la destruccion inflamatoria de las
articulaciones en la artritis, redujo el crecimiento de la placa aterosclerética y su vulnerabilidad.

Los efectos antiinflamatorios del anticuerpo anti-VEGFR-1 fueron atribuibles a una movilizacién reducida de
progenitores mieloides procedentes de la médula 6sea a la sangre periférica, a una activacion defectuosa de las
células mieloides, y a una alteracion de la diferenciacion y la infiltracion de los leucocitos que expresan VEGFR-1 en
tejidos inflamados. Por lo tanto, el VEGFR-1 también puede ser una diana terapéutica para el tratamiento de los
trastornos relacionados con la inflamacion.

Wu Y. y col, Proceedings of the Annual Meeting of the American Association for Cancer Research, 1 de marzo de
2004, vol. 45, paginas 694-695 desvelan un anticuerpo monoclonal humano contra el VEGFR-1 del que se ha
descrito que es capaz de inhibir el crecimiento de los canceres de mama humanos.

Sigue existiendo la necesidad de agentes que inhiban la actividad del receptor del VEGF, tales como anticuerpos
monoclonales (Acm) completamente humanos especificos para el VEGFR-1. Los anticuerpos anti-VEGFR-1 pueden
ser un nuevo antagonista terapéutico, Util para el tratamiento de las enfermedades asociadas con angiogénesis y el
cancer.

Sumario breve de la invencion

En una realizacion, la presente invencion proporciona un anticuerpo monoclonal humano aislado o fragmento del
mismo que se une especificamente al VEGFR-1 y que comprende

(i) una region determinante de la complementariedad de la cadena ligera 1 (LCDR1) que tiene la secuencia
SEC ID N°: 4;

(ii) una LCDR2 que tiene la secuencia SEC ID N°:2;

(iii) una LCDR3 que tiene la secuencia SEC ID N°:3;

(iv) una regiéon determinante de la complementariedad de la cadena pesada 1 (HCDR1) que tiene la
secuencia SEC ID N°: 11;

(v) una HCDR2 que tiene la secuencia SEC ID N°:12 y

(vi) una HCDRS que tiene la secuencia SEC ID N°:13;

En otra realizacion, la presente invencién proporciona un polinucleétido aislado que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica un anticuerpo o fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1.

En otra realizacién, la presente invencion proporciona un vector de expresion que comprende una secuencia de
polinucledtidos de la invencion y una célula huésped recombinante que comprende un vector de expresion de la
invencion.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona un procedimiento para producir un anticuerpo o fragmento del
mismo que comprende cultivar una célula huésped de la invencién en condiciones que permitan la expresion del
anticuerpo o fragmento del mismo.

En una realizacion adicional, la presente invencion proporciona un anticuerpo monoclonal humano o fragmento del
mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en terapia.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona un anticuerpo monoclonal humano o fragmento del mismo de
acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en la inhibiciéon de la angiogénesis en un mamifero.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona un anticuerpo monoclonal humano o fragmento del mismo de
acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en la reduccion del crecimiento tumoral en un mamifero.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 son las secuencias de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera y la region variable de
la cadena pesada de las realizaciones de los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencion.

La Figura 2 son las secuencias de nucledtidos de la region variable de la cadena ligera y la regién variable de la
cadena pesada de las realizaciones de los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencion.

La Figura 3 es un grafico que representa los resultados de un ensayo de unién basado en ELISA que mide la
actividad de unién in vitro de las realizaciones de los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invenciéon a
VEGFR-1.

La Figura 4 es un grafico que representa los resultados de un ensayo de bloqueo basado en ELISA que mide la
competicion in vitro de las realizaciones de los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencion con PIGF
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para la uniéon a VEGFR-1.

La Figura 5 es un grafico que representa los resultados de un ensayo de bloqueo basado en ELISA que mide la
competicion in vitro de las realizaciones de los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencién con VEGF
para la unién a VEGFR-1.

Las Figuras 6A-D son graficos que representan los resultados de especificidad del anticuerpo anti-VEGFR-1
18F1 de la presente invencion respecto a la unién con VEGFR-1 humano (Figura 6A), pero no con VEGFR-1 de
raton (Figura 6B), VEGFR-2 humano (Figura 6C), o VEGFR-2 de ratén (Figura 6D).

Las Figuras 7A-E son los resultados del analisis por citometria de flujo que muestran la reactividad de unién de
las realizaciones de los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencion con células endoteliales de aorta
porcina que expresan VEGFR-1.

Las Figuras 8A-B son los resultados del analisis por citometria de flujo que muestran la reactividad de unién del
anticuerpo anti-VEGFR-1 18F1 de la presente invencion con células endoteliales de aorta porcina que expresan
VEGFR-1 (Figura 8A) y células DU4475 humanas de carcinoma mamario (Figura 8B).

La Figura 9 es un grafico que representa los resultados de un ensayo de bloqueo basado en células que mide la
competicion in vitro del anticuerpo anti-VEGFR-1 18F1 de la presente invenciéon con VEGF para la unién a
VEGFR-1 en células endoteliales.

La Figura 10 es un analisis de transferencia de Western que demuestra la reduccién de la fosforilacion
estimulada por P1GF de VEGFR-1 mediante el tratamiento con anticuerpo anti-VEGFR-1 18F1 de la presente
invencion en células endoteliales de aorta porcina que expresan VEGFR-1.

La Figura 11 es un andlisis de transferencia de Western que demuestra la inhibicion de la fosforilacion
estimulada por P1GF de VEGFR-1 mediante el tratamiento con anticuerpo anti-VEGFR-1 18F1 de la presente
invencion en células BT474 de cancer de mama.

La Figura 12 es un analisis de transferencia de Western que demuestra la inhibicion de la activacion de la
sefializacion aguas abajo de ERK1/2 inducida por P1GF mediante realizaciones de los anticuerpos anti-VEGFR-
1 de la presente invencion en células endoteliales de aorta porcina que expresan VEGFR-1.

La Figura 13 es un analisis de transferencia de Western que demuestra la inhibiciéon de la sefializacion aguas
abajo de ERK1/2 inducida por VEGF mediante realizaciones de los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente
invencion en células endoteliales de aorta porcina que expresan VEGFR-1.

Las Figuras 14A-B son un andlisis de transferencia de Western que demuestra la inhibicion de la activacion de
la sefalizacion aguas abajo de ERK 1/2 inducida por PIGF (Figura 14A) o VEGF (Figura 14B) por el anticuerpo
anti-VEGFR-1 18F1 de la presente invencion en células endoteliales de aorta porcina que expresan VEGFR-1.

La Figura 15 es un analisis de transferencia de Western que demuestra que el anticuerpo anti-VEGFR-1 18F1
de la presente invencion bloqued la fosforilacion de Akt estimulada por P1GF o VEGF en células BT474 de
cancer de mama.

La Figura 16 es una curva de respuesta a la dosis que muestra la inhibicion de la proliferacion celular estimulada
por VEGF en células DU4475 de carcinoma de mama tratadas con las realizaciones de los anticuerpos anti-
VEGFR-1 de la presente invencion de una manera dependiente de la dosis.

La Figura 17 es una curva de respuesta a la dosis que muestra la inhibicion de la proliferacion celular estimulada
por P1GF en células DU4475 de carcinoma de mama tratadas con las realizaciones de los anticuerpos anti-
VEGFR-1 de la presente invencion de una manera dependiente de la dosis.

Las Figuras 18 A-B son una curva de respuesta a la dosis que muestra la inhibicion de la proliferacion celular
estimulada por PIGF (Figura 18A) o VEGF (Figura 18B) en células DU4475 de carcinoma de mama tratadas
con el anticuerpo anti-VEGFR-1 18F1 de la presente invencién de una manera dependiente de la dosis.

Las Figuras 19A y 19B son graficos que representan el crecimiento tumoral de tumores de mama DU4475 frente
a los dias después del tratamiento con las realizaciones de los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente
invencion.

Las Figuras 20 A-C son graficos que representan el crecimiento tumoral de tumores de mama DU4475 (Figura
20A), MDA-MB-231 (Figura 20B) y MDA-MB-435 (Figura 20C) frente a los dias después del tratamiento con el
anticuerpo anti-VEGFR-1 18F1 de la presente invencion.

Las Figuras 21A-B son graficos que representan el crecimiento tumoral de tumores de mama DU4475 (Figura
21A) y MDA-MB-231 (Figura 21B) frente a los dias después del tratamiento con el anticuerpo anti-VEGFR-1
humano, 18F1 de la presente invencion y el anticuerpo de VEGFR-1 anti-raton MF1.

La Figura 22 es un grafico del niumero de colonias de células de cancer de colon presentes después del
tratamiento con el anticuerpo anti-VEGFR-1 humano 18F1 en presencia de VEGF-A y VEGF-B.

La Figura 23A es un grafico del nimero de células tumorales que migraron después del tratamiento con el
anticuerpo anti-VEGFR-1 humano 18F1 en la presencia de VEGF-A y VEGF-B.

La Figura 23B son microfotografias de células tefiidas que migraron después del tratamiento con el anticuerpo
anti-VEGFR-1 humano 18F1 en la presencia de VEGF-A y VEGF-B.

La Figura 24A es un grafico del nimero de células tumorales que migraron a través de una capa de
MATRIGEL™ después del tratamiento con el anticuerpo anti-VEGFR-1 humano 18F1 en presencia de VEGF-A 'y
VEGF-B.

La Figura 24B son microfotografias de células tefiidas que migraron después del tratamiento con el anticuerpo
anti-VEGFR-1 humano 18F1 en la presencia de VEGF-A y VEGF-B.

La Figura 25 es un grafico que representa el crecimiento tumoral de tumores de mama DU4475 (Figura 25A),
MDA-MB-231 (Figura 25B) y MDA-MB-435 (Figura 20C) frente a los dias después del tratamiento con los
anticuerpos anti-VEGFR-1, 18F1, 6F9 y 15F11.
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La Figura 26 es un grafico que representa el crecimiento de las células de cancer de colon HT-29 (Figura 26A),
DLD-1 (Figura 26B) y GEO (Figura 26C) frente a los dias después del tratamiento con dosis particulares del
anticuerpo anti-VEGFR-1 humano 18F1.

La Figura 27 son microfotografias de tumores de xenoinjerto MDS-MB-321 después del tratamiento con
anticuerpo anti- VEGFR-1 -humano 18F1.

La Figura 28 es un grafico que representa el crecimiento tumoral frente a los dias después del tratamiento con
dosis particulares del anticuerpo anti-VEGFR-1 anti-humano 18F1, anticuerpo anti-VEGFR-1 anti-raton MF1, o
ambos en xenoinjertos MDA-MB-231 (Figura 28A) y DU4475 (Figura 28B).

La Figura 29 es un grafico que representa el crecimiento tumoral frente a los dias después del tratamiento con
anticuerpo anti-VEGFR-1 anti-humano 18F1 y anticuerpo anti-VEGFR-1 anti-raton MF1 en combinacion con
ciclofosfamida en xenoinjertos MDS-MB-231.

Las Figuras 30A y B son graficos que representan el crecimiento tumoral frente a los dias después del
tratamiento con 5-FU/LV o doxorrubicina en combinacién con anticuerpo anti-VEGFR-1 anti-humano 18F1 y
anticuerpo anti-VEGFR-1 anti-raton MF1 en xenoinjertos MDA-MB-231.

La Figura 31 es un grafico del recuento total de células tumorales frente a la concentracion de anticuerpo de
varias cantidades de 18F1 en presencia de VEGF-A (Figura 31A) o PIGF (figura 31B) después del tratamiento
con desferrioxamina.

Las Figuras 32A, B, y C son graficos que representan la especificidad del anticuerpo anti-VEGFR-1 anti-humano
18F1 y el anticuerpo anti-VEGPR-1 anti-raton MF1.

Descripcion detallada de la invenciéon

En una realizacion, la presente invencién proporciona un anticuerpos monoclonales y fragmentos de estos que se
unen especificamente a VEGFR-1 (dichos anticuerpos y fragmentos de estos se citan en el presente documento
como "anticuerpos anti-VEGFR-1" a menos que se especifique lo contrario).

Las secuencias de aminoacidos de las CDR de los anticuerpos anti-VEGFR-1 preferidos de la divulgacion
(designados como clones "6F9," "13G12," "15F11," y "18F1" (o0 "IMC-18F1")) se exponen a continuacion en la Tabla
1.

Tabla 1 - Secuencias de las CDR de los anticuerpos anti-VEGFR-1
Clon CDR1 CDR2 CDR3
Cadena ligera
6F9 RASQSGSSSYLA |GASSRAT QQYGSSPLT
(SEC ID N°:1)
(SEC ID N°:2) (SEC ID N°:3)
13G12 [RASQSGSSSYLA |GASSRAT QQYGSSPLT
(SEC ID N°:1)
(SEC ID N°:2) (SEC ID N°:3)
15F11 RASQSVSSSYLA |GASSRAT QQYGSSPLT
(SEC ID N°:4)
(SEC ID N°:2) (SEC ID N°:3)
18F1 RASQSVSSSYLA |GASSRAT QQYGSSPLT
(SEC ID N°:4)
(SEC ID N°:2) (SEC ID N°:3)
Cadena pesada
6F9 GFTFSSYGMH VIWYDGSNKYYADSVKG |DHFGSGAHYYYYYGMDV
(SEC ID N°:5) (SEC ID N°:6) (SEC ID N°:7)
13G12 [GFTFSSYGMH VIWYDGSNKYYADSVKG |DHYGSGAHYYYYYGMDV
(SEC ID N°:5) (SEC ID N°:6) (SEC ID N°:8)
15F11 GFTFSSYGMH VIWFDGSNKYYADSVKG |DHYGSGAHSYYYYGLDV
(SEC ID N°:5) (SEC ID N°:9) (SEC ID N°: 10)
18F1 GFAFSSYGMH VIWYDGSNKYYADSVRG |DHYGSGVHHYFYYGLDV
(SEC ID N°:11) (SEC ID N°:12) (SEQ ID N°:13)
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YG

WVAVI

CARDHY

VEKGRFTISRODNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCARD

SGAHS GLDVWGQGTSVTVSS

SEC ID N°: 19

QAQVVESGGGVVQSGRSLRLSCAASGFAFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVI
WYDGSNKYYADSVRGRFTISRDNSENTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDHYG

SGYHHYFYYGILDVWGQGTTVTVSS
SEC ID N°: 20

SEC ID N°: 18

Cadena Ligera
Cadena Pesada

13612 QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVI

Tabla 2 -Secuencia de la regién variable de los anticuerpos anti-VEGFR-1 (las porciones subrayadas representan las CODR)

Clon

15F11 | QVQLVESGGGVVQPGRSIRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLE

Clon
18F1

Los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invenciéon son anticuerpos humanos.

Los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencion incluyen anticuerpos completos y fragmentos de anticuerpos
que se unen especificamente a VEGFR-1. Los ejemplos no limitantes de tipos de anticuerpos de acuerdo con la
presente invencion incluyen anticuerpos de origen natural; anticuerpos monocatenarios; anticuerpos monocatenarios
multivalentes tales como diacuerpos y triacuerpos; fragmentos monovalentes tales como Fab (fragmento de union
antigénica), fragmentos bivalentes, tales como los fragmentos (Fab’),; Fv (fragmento variable) o derivados de estos
tales como los fragmentos monocatenarios Fv (scFv); y los anticuerpos de dominio sencillo que se unen
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especificamente a VEGFR-1.

Los anticuerpos de origen natural tipicamente tienen dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas,
estando cada cadena ligera unida covalentemente a una cadena pesada mediante un enlace disulfuro intercatenario
y multiples enlaces disulfuro que ademas unen las dos cadenas pesadas entre si. Las cadenas individuales pueden
plegarse en dominios que tengan tamafios (110-125 aminoacidos) y estructuras similares, pero diferentes funciones.
La cadena ligera puede comprender un dominio V. y un dominio constante (C.). La cadena pesada también puede
comprender un Vy y/o dependiendo de la clase de isotipo del anticuerpo, tres o cuatro dominios constantes (Cu1,
Ch2, Cu3, y Cud). En seres humanos, los isotipos son IgA, IgD, IgE, e IgM, estando IgA e IgG subdivididos
adicionalmente en subclases o subtipos (IgA12 e 1I9G1.4).

Los anticuerpos monocatenarios carecen de algunos o de todos los dominios constantes del anticuerpo completo del
que proceden. Los engarces peptidicos que se usan para producir los anticuerpos monocatenarios pueden ser
péptidos flexibles que se seleccionan para asegurar que se da el plegamiento tridimensional apropiado de los
dominios V. y V. Generalmente, dicho engarce peptidico puede unir covalentemente la secuencia del extremo
carboxilo de Vi o V4 con el extremo aminoacidico de una secuencia complementaria VH o VL. El engarce tiene
generalmente de 10 a 50 restos de aminoacidos, preferentemente de 10 a 30 restos de aminoacidos, mas
preferentemente de 12 a 30 restos de aminoacidos, y mas preferentemente de 15 a 25 restos de aminoacidos. Un
ejemplo de dichos péptidos de engarce incluye (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)s (SEC ID N°: 28).

En anticuerpos monocatenarios multiples, cada cadena sencilla que tiene un dominio Vy y un dominio V| unidos de
manera covalente por un engarce peptidico, pueden unirse de manera covalente mediante al menos uno o mas
engarces peptidicos para formar un anticuerpo monocatenario multivalente, que puede ser monoespecifico o
multiespecifico. Cada cadena de anticuerpo monocatenario multivalente incluye un fragmento variable de cadena
ligera y un fragmento variable de cadena pesada, y esta unida por un engarce peptidico a al menos una otra cadena.

Se pueden combinar dos anticuerpos monocatenarios para formar un diacuerpo, también conocido como dimero
trivalente. Los diacuerpos tienen dos cadenas y dos sitios de unién y pueden ser monoespecificos o biespecificos.
Cada cadena del diacuerpo incluye un dominio Vy conectado a un dominio V.. Los dominios se conectan con
engarces que son lo suficientemente cortos como para impedir el emparejamiento entre dominios de la misma
cadena, conduciendo por lo tanto el emparejamiento entre dominios complementarios en diferentes cadenas para
recrear los dos sitios de unién antigénica.

Se pueden combinar tres anticuerpos monocatenarios para formar triacuerpos, también conocidos como trimeros
trivalentes. Los triacuerpos se construyen con el extremo aminoacidico de un dominio V. o Vy directamente
fusionado al extremo carboxilo de un dominio V. o Vy, es decir, sin ninguna secuencia de engarce. El triacuerpo
tiene tres cabezas Fv disponiéndose los polipéptidos de un modo ciclico, de la cabeza a la cola. Una conformacion
posible del triacuerpo es plana localizandose los tres sitios de unién en un plano formando entre si un angulo de 120
grados. Los triacuerpos pueden ser monoespecificos, biespecificos o triespecificos.

Los fragmentos Fab se refieren a fragmentos del anticuerpo que consisten en los dominios V. C V1Cn1. Aquellos que
se generan por digestion con papaina se citan como "Fab" y no conservan la regién bisagra de la cadena pesada.
Aquellos que se generan por digestion con pepsina se citan bien como "(Fab’),,", en cuyo caso los enlaces disulfuro
intercatenarios estan intactos, o como Fab’, en cuyo caso no conservan los enlaces disulfuro. Los fragmentos
bivalentes (Fab’), tienen mayor avidez por el antigeno que los fragmentos monovalentes Fab.

Los fragmentos Fv son la parte de un anticuerpo que consisten en los dominios V. y V4 y constituyen el sitio de
union antigénica. El fragmento scFv es un fragmento de anticuerpo que contiene un dominio V. y un dominio V4 en
una cadena polipeptidica, en la que el extremo N de un dominio y el extremo C del otro dominio se unen por un
engarce flexible para permitir que los dos fragmentos se asocien para formar un sitio funcional de unién antigénica
(véase, por ejemplo, la patente de los EE.UU. N°. 4.946.778 (Ladner y col.), documento WO 88/09344, (Huston y
col.)). El documento WO 92/01047 (McCafferty y col.), describe la presentacion de los fragmentos scFv en la
superficie de paquetes solubles de presentacion genética recombinante, tales como bacteriéfagos.

Los anticuerpos de dominio sencillo tienen un dominio variable sencillo que puede unirse eficazmente con el
antigeno. En la técnica se conocen ejemplos de anticuerpos en los que la afinidad y la especificidad de unién la
aportan principalmente uno u otro dominio variable. Véase, por ejemplo., Jeffrey, P.D. y col., Proc. Nat.l. Acad. Sci. U
S A 90:10310-4 (1993), que desvelan un anticuerpo anti-digoxina que se une a digoxina principalmente a través de
la cadena pesada del anticuerpo. Por consiguiente, pueden identificarse dominios de anticuerpos sencillos que se
unen bien a los receptores de VEGF. Se entiende que, para fabricar un anticuerpo de dominio sencillo a partir de un
anticuerpo que comprende un dominio V4 y un Vi, serian deseables determinadas sustituciones de aminoacidos
fuera de las regiones CDR para potenciar la unién, expresion o solubilidad. Por ejemplo, seria deseable modificar
restos de aminoacidos que, de lo contrario, podrian estar ocultos en la interfaz Vy-V..

Cada dominio de los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencién puede ser un dominio variable de cadena
pesada o ligera del anticuerpo completo, o puede ser un equivalente funcional o un mutante o derivado de un
dominio de origen natural, o un dominio sintético construido, por ejemplo, in vitro usando una técnica tal como una
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de las descritas en el documento WO 93/11236 (Griffiths y col.). Por ejemplo, es posible unir conjuntamente los
dominios correspondientes a los dominios variables del anticuerpo que han perdido al menos un aminoacido. El
rasgo caracteristico importante es la habilidad de cada dominio para asociarse con un dominio complementario para
formar un sitio de unién antigénica. Por consiguiente, las expresiones "fragmento variable de cadena pesadal/ligera”
no deberian interpretarse para excluir variantes que no tengan un efecto material sobre la especificidad de unién con
VEGFR-1.

Tal como se usa en el presente documento, un "anticuerpo anti-VEGFR-1" incluye modificaciones de un anticuerpo
anti-VEGFR-1 de la presente invencion que conserva especificidad para VEGFR-1. Dichas modificaciones incluyen,
pero no se limitan a, la conjugacién con una molécula efectora tal como un agente quimioterapéutico (por ejemplo,
cisplatino, taxol, doxorrubicina) o citotoxina (por ejemplo, una proteina, o un agente quimioterapéutico organico no
proteico). Las modificaciones adicionales incluyen, pero no se limitan a, conjugacion con fracciones indicadoras
detectables. También se incluyen las modificaciones que amplian la semivida del anticuerpo (por ejemplo,
pegilacion).

Los agentes proteicos y no proteicos pueden conjugarse con los anticuerpos por procedimientos conocidos en la
técnica. Los procedimientos de conjugacion incluyen union directa, unién por medio de engarces que se unen por
union covalente, y miembros de pares de unién especifica (por ejemplo, avidina-biotina). Dichos procedimientos
incluyen, por ejemplo, los descritos por Greenfield y col., Cancer Research 50, 6600-6607 (1990), para la
conjugacion de doxorrubicina y los descritos por Arnon y col., Adv. Exp. Med. Biol. 303, 79-90 (1991) y por Kiseleva
y col., Mol. Biol. (USSR) 25, 508-514 (1991), para la conjugacion de compuestos de platino.

Los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencion también incluyen aquellos para los que se han mejorado las
caracteristicas de unién por mutacion directa, procedimientos de maduracién por afinidad, exposicién a fagos, o
redistribucion de cadenas. La afinidad y la especificidad se pueden modificar o mejorar mutando cualquiera de las
CDR de los anticuerpos de la presente invencion y explorando sitios de union antigénica que tengan las
caracteristicas deseadas (véase, por ejemplo, Yang y col., J. Mol. Biol., 254: 392-403 (1995). Las CDR se pueden
mutar de diversas formas conocidas para un experto en la materia. Por ejemplo, una forma es aleatorizar restos
individuales o combinaciones de restos de modo que en una poblacién de sitios de unién antigénica de otra manera
idénticos, los veinte aminoacidos se encuentren en posiciones particulares. Como alternativa, se inducen las
mutaciones a lo largo de una serie de restos de CDR por procedimientos de PCR propensa a error (véase, por
efemplo, Hawkins y col., J. Mol. Biol., 226: 889-896 (1992).

Por ejemplo, vectores de presentacion de fagos que contienen genes de la region variable de la cadena pesada y
ligera se pueden propagar en cepas mutantes de E. coli (véase, por ejemplo, Low y col., J. Mol. Biol., 250: 359-368
(1996).

Los anticuerpos anti-VEGFR-1 también incluyen equivalentes funcionales que incluyen polipéptidos con secuencias
de aminoacidos que son sustancialmente las mismas que la secuencia de aminoacidos de las regiones variables o
hipervariables de los anticuerpos de la presente invencion. "Sustancialmente la misma" secuencia de aminoacidos
incluye una secuencia de aminoacidos con al menos el 70 %, preferentemente al menos el 80 %, y mas
preferentemente al menos el 90 % de identidad respecto a otra secuencia de aminoacidos cuando los aminoacidos
de las dos secuencias se alinean 6ptimamente y se comparan para determinar las coincidencias exactas de
aminoacidos entre las dos secuencias. "Sustancialmente la misma" secuencia de aminoacidos también incluye una
secuencia de aminoacidos con al menos el 70 %, preferentemente al menos el 80 %, y mas preferentemente al
menos el 90 % de homologia con respecto a otra secuencia de aminoacidos, tal como se determina por el
procedimiento de busqueda FASTA de acuerdo con Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 85, 2444-8
(1988).

Tal como se expresa anteriormente, los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencion se unen
especificamente a VEGFR-1. Dichos anticuerpos pueden ser monoespecificos o biespecificos siempre y cuando un
sitio de unién antigénica sea especifico para VEGFR-1. La especificidad de anticuerpo, que se refiere al
reconocimiento selectivo de un anticuerpo para un epitopo particular de un antigeno, de los anticuerpos para
VEGFR-1 se puede determinar en base a la afinidad y/o avidez. La afinidad, representada por la constante de
equilibrio para la disociacion de un antigeno con un anticuerpo (Ky), mide la fuerza de unién entre un determinante
antigénico (epitopo) y un sitio de union antigénica. La avidez es la medida de la fuerza de unién entre un anticuerpo
y su antigeno. Los anticuerpos tipicamente se unen con una Ky de 10° a 10™" litros/mol. Se considera generalmente
que cualquier Ky inferior a 10™ litros/mol indica union no especifica. A menor valor de la Ky, mayor es la fuerza de
union entre un determinante antigénico y el sitio de unién del anticuerpo.

Los anticuerpos anti-VEGF de la presente invencion se unen especificamente a la region extracelular de VEGFR-1y
preferentemente neutralizan la activacion de VEGFR-1 impidiendo la unién de un ligando de VEGFR-1 con el
receptor. En dichas realizaciones preferentes, el anticuerpo se une a VEGFR-1 al menos con la misma fuerza que
los ligandos naturales de VEGFR-1 (incluyendo VEGF (A), VEG-B y PIGF).

La activacion neutralizante de VEGFR-1 incluye la disminucién, inhibicion, inactivacion, y/o desestabilizacion de una
o mas de las actividades asociadas con la transduccion de sefiales. Dichas actividades incluyen la dimerizacion del
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receptor, la autofosforilacion de VEGFR-1, la activacion del dominio citoplasmatico interno tirosin quinasa de
VEGFR-1, y la iniciacién de multiples transducciones de sefiales y transactivacion de rutas involucradas en la
regulacion de la sintesis de ADN (activacion génica) y la progresion o division del ciclo celular.. Una medida de la
neutralizacion de VEGFR-1 es la inhibicién de la actividad tirosin quinasa de VEGFR-1. La inhibiciéon de la tirosin
quinasa se puede determinar usando procedimientos bien conocidos tales como los ensayos de fosforilacion que
miden el nivel de autofosforilacion del receptor de quinasas recombinante, y/o la fosforilacién de sustratos naturales
o sintéticos. Se puede detectar la fosforilacion, por ejemplo, usando un anticuerpo especifico para fosfotirosina en un
ensayo ELISA o en una transferencia de Western. Algunos ensayos para la actividad tirosin quinasa se describen en
Panek y col., J. Pharmacol. Exp. Thera., 283: 1433-44 (1997) y Batley y col., Life Sci., 62: 143-50 (1998).

Ademas, se pueden utilizar procedimientos para la deteccion de la expresion de proteinas para determinar si un
anticuerpo neutraliza la activacion de VEGFR-1, en los que las proteinas que se miden estén reguladas por la
actividad tirosin quinasa de VEGFR-1. Estos procedimientos incluyen inmunohistoquimica (IHQ) para la deteccién de
la expresidon de proteinas, hibridacion fluorescente in situ (FISH) para la deteccion de la amplificacion génica,
ensayos de unién competitiva a radioligandos, técnicas de transferencia en matriz sélida, tales como transferencias
de Northern y Southern, reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) y ELISA. Véase,
por ejemplo., Grandis y col., Cancer, 78:1284-92. (1996); Shimizu y col., Japan J. Cancer Res., 85:567-71 (1994);
Sauter y col., Am. J. Path., 148:1047-53 (1996); Collins, Glia, 15:289-96 (1995); Radinsky y col., Clin. Cancer Res.,
1:19-31 (1995); Petrides y col., Cancer Res., 50:3934-39 (1990); Hoffmann y col., Anticancer Res., 17:4419-26
(1997); Wikstrand y col., Cancer Res., 55:3140-48 (1995).

Los ensayos in vivo también se pueden utilizar para detectar la neutralizacion de VEGFR-1. Por ejemplo, la
inhibicién de la tirosin quinasa receptora puede observarse por ensayos mitogénicos usando lineas celulares
estimuladas con el ligando del receptor en presencia y en ausencia de inhibidor. Por ejemplo, pueden usarse células
HUVEC (ATCC) estimuladas con VEGF(A) o VEGF-B para ensayar la inhibicion de VEGFR-1. Otro procedimiento
implica ensayar la inhibicion del crecimiento de células tumorales que expresan VEGF, usando, por ejemplo, células
tumorales humanas inyectadas en un ratén. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 6.365.157
(Rockwell y col.).

Por supuesto, la presente invencion no esta limitada por ningin mecanismo particular de neutralizacién de
VEGFR-1. Los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencion pueden, por ejemplo, unirse externamente a
VEGFR-1, bloquear la unién de ligando a VEGFR-1 y la posterior transduccion de la sefializacion mediada por la
tirosin quinasa asociada al receptor, e impedir la fosforilacion de VEGFR-1 y de otras proteinas aguas abajo en la
cascada de transduccion de sefial. El complejo receptor-anticuerpo también puede internalizarse y degradarse,
dando como resultado la regulacion negativa del receptor en la superficie celular. Las metaloproteasas de la matriz,
cuya funcion es la invasion de células tumorales y la metastasis, también pueden estar reguladas negativamente por
los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencion.

Los anticuerpos anti-VEGFR-1 humanos se pueden obtener a partir de anticuerpos de origen natural, o bibliotecas
de Fab o scFv construidas por exposicion a fagos, por ejemplo, se pueden insertar en dichos anticuerpos
anti-VEGFR-1 humanos a partir de los genes de las regiones variables de la cadena pesada y la cadena ligera y de
las secuencias CDR de los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencion.

Los anticuerpos anti-VEGFR-1 humanos pueden producirse por procedimientos bien conocidos para un experto en
la materia. Dichos procedimientos incluyen el procedimiento del hibridoma usando ratones transgénicos descrito por
Kohler y Milstein, Nature, 256: 495-497 (1975) y la tecnologia de anticuerpos monoclonales de Campbell, la
produccion y caracterizacion de hibridomas de roedores y de seres humanos, Burdon y col., Eds., Laboratory
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Volumen 13, Elsevier Science Publishers, Amsterdam (1985),
todos los cuales se incorporan por referencia en el presente documento ; asi como el procedimiento del ADN
recombinante descrito por Huse y col., Science, 246, 1275-1281 (1989).

Los fragmentos de anticuerpo se pueden producir por escision de un anticuerpo completo, o mediante la expresion
del ADN que codifica el fragmento. Los fragmentos de anticuerpos se pueden preparar por procedimientos descritos
por Lamoyi y col., J. Immunol. Methods, 56: 235-243 (1983) y por Parham, J. Immunol. 131: 2895-2902 (1983).
Dichos fragmentos pueden contener uno o ambos fragmentos Fab o el fragmento F(ab’).. Dichos fragmentos
también pueden contener anticuerpos de regiones variables de fragmentos monocatenarios, es decir, scFv, u otros
fragmentos de anticuerpo. Los procedimientos para producir dichos anticuerpos se desvelan en la Solicitud PCT WO
93/21319, Solicitud de Patente Europea N°. 239.400; Solicitud PCT WO 89/09622; Solicitud de Patente Europea
338.745; y Solicitud de Patente Europea EP 332.424.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona polinucleétidos que codifican los anticuerpos anti-VEGFR-1 de
la presente invencioén. Dichos polinucleétidos codifican la CDR2 de la cadena ligera de SEC ID N°: 2, la CDR3 de la
cadena ligera de SEC ID N°: 3, y, preferentemente una o mas de las otras CDR enumeradas en la Tabla 1. La tabla
3 expone las secuencias de acidos nucleicos de los anticuerpos anti-VEGFR-1 preferidos.
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El ADN que codifica anticuerpos humanos se puede preparar por recombinacién de ADN que codifica regiones
constantes y regiones variables, que no son las CDR, procedentes sustancialmente o exclusivamente de las
correspondientes regiones de anticuerpos humanos y el ADN que codifica las CDR procedentes de un humano (SEC
ID N° 1-4 para las CDR del dominio variable de la cadena ligera y SEC ID N°: 5-13 para las CDR del dominio
variable de la cadena pesada.

Los polinucleétidos que codifican los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente divulgacion incluyen polinucleétidos
con secuencias de acidos nucleicos que son sustancialmente las mismas que las secuencias de los polinucleétidos
de la presente invencién. "Sustancialmente la misma" secuencia de acidos nucleicos se define en el presente
documento como una secuencia con al menos el 70 %, preferentemente al menos el 80 %, y mas preferentemente al
menos el 90 % de identidad respecto a otra secuencia de acidos nucleicos cuando las dos secuencias se alinean
o6ptimamente (con las inserciones o deleciones apropiadas) y se comparan para determinar coincidencias exactas de
nucledtidos entre las dos secuencias.

Las fuentes adecuadas de ADN que codifican fragmentos de anticuerpos incluyen cualquier célula, tal como células
de hibridoma y de bazo, que expresan el anticuerpo de longitud completa. Los fragmentos pueden usarse por si
mismos como equivalentes de anticuerpos, o pueden recombinarse en equivalentes, tal como se describe
anteriormente. Las deleciones y recombinaciones de ADN descritas en esta seccién se pueden llevar a cabo por
procedimientos conocidos, tales como los que se describen en las solicitudes de patentes publicadas anteriormente
enumeradas en la seccion titulada "Equivalentes funcionales de Anticuerpos" y/u otras técnicas estandar de ADN
recombinante, tales como aquellas que se describen mas adelante. Otra fuente de ADN son los anticuerpos
monocatenarios producidos a partir de una biblioteca de presentacion de fagos, tal como se conoce en la técnica.

Adicionalmente, la presente invencion proporciona vectores de expresidon que contienen las secuencias de
polinucledtidos previamente descritas unidas operativamente a una secuencia de expresion, un promotor y una
secuencia potenciadora. Se han desarrollado una variedad de vectores de expresion para la sintesis eficiente de
polipéptidos del anticuerpo en sistemas procariotas, tales como bacterias, y eucariotas, que incluyen pero sin
limitacién, sistemas de cultivos de levaduras y células de mamiferos. Los vectores de la presente invencion pueden
comprender segmentos de secuencias de ADN cromosomicas, no cromosomicas y sintéticas.

Se puede usar cualquier vector de expresion adecuado. Por ejemplo, los vectores de clonacion procariotas incluyen
plasmidos de E. coli, tales como colE1, pCR1, pBR322, pMB9, pUC, pKSM, y RP4. Los vectores procariotas también
incluyen derivados de ADN de fagos tales como M13y otros fagos filamentosos de ADN monocatenario. Un ejemplo
de un vector Util en levaduras es el plasmido 2u. Los vectores adecuados para la expresion en células de mamiferos
incluyen derivados bien conocidos de SV-40, adenovirus, secuencias procedentes de ADN de retrovirus y vectores
lanzadera, procedentes de la combinaciéon de vectores funcionales de mamiferos, tales como los descritos
anteriormente, y ADN funcional de fagos y plasmidos.

Se conocen vectores de expresion eucariotas adicionales en la técnica (por ejemplo, P.J. Southern & P. Berg, J. Mol.
Appl. Genet., 1:327-341 (1982); Subramani y col., Mol. Cell. Biol., 1: 854-864 (1981); Kaufmann & Sharp,
"Amplification And Expression of Sequences Cotransfected with a Modular Dihydrofolate Reductase Complementary
DNA Gene," J. Mol. Biol., 159:601-621 (1982); Kaufmann & Sharp, Mol. Cell. Biol., 159:601-664 (1982); Scahill y col.,
"Expression And Characterization Of The Product Of A Human Immune Interferon DNA Gene In Chinese Hamster
Ovary Cells," Proc. Nat.l Acad. Sci. EE.UU., 80:4654-4659 (1983); Urlaub & Chasin, Proc. Nat.I Acad. Sci. EE.UU.,
77:4216-4220, (1980)).

Los vectores de expresion utiles en la presente invencion contienen al menos una secuencia de control de expresion
que esta unida operativamente a la secuencia de ADN o fragmento a expresar. La secuencia control se inserta en el
vector a fin de controlar y regular la expresion de la secuencia de ADN clonada. Los ejemplos de secuencias de
control de expresion utiles son el sistema /ac, el sistema trp, el sistema tac, el sistema trc, las regiones operadoras y
promotoras principales del fago lambda, la regién de control de la proteina de recubrimiento fd, los promotores
glucoliticos de levaduras, por ejemplo, el promotor para la 3-fosfoglicerato quinasa, los promotores de la fosfatasa
acida de levaduras, por ejemplo, Pho5, los promotores de los factores de sistema de apareamiento alfa de
levaduras, y promotores procedentes de polioma, adenovirus, retrovirus y virus de simios, por ejemplo, los
promotores tempranos y tardios o SV40, y otras secuencias que se sabe que controlan la expresion de genes de
células procariotas o eucariotas y sus virus o combinaciones de estos.

La presente invencion también proporciona células huésped recombinantes que contienen los vectores de expresion
anteriormente mencionados. Los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencion pueden expresarse en lineas
celulares que no sean hibridomas. Los &acidos nucleicos, que comprenden una secuencia que codifica un
polinucleétido de acuerdo con la invencion, se pueden usar para la transformacion de una célula huésped de
mamifero adecuada.

Las lineas celulares de preferencia particular se seleccionan en base al alto nivel de expresién, expresion
constitutiva de la proteina de interés y contaminacion minima de las proteinas huésped. Las lineas celulares
disponibles como huéspedes para la expresion se conocen bien en la técnica e incluyen numerosas lineas celulares
inmortalizadas, tales como, pero sin limitacion, , células de ovario de hamster chino (CHO), células de rifién de cria
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de hamster (BHK) y muchas otras. Las células eucariotas adecuadas incluyen levaduras y otros hongos. Los
huéspedes procariotas incluyen, por ejemplo, E. coli, tales como E. coli SG-936, E. coli HB 101, E. coli W3110, E.
coli X1776, E. coli X2282, E. coli DHI, y E. coli MRCI, Pseudomonas, Bacillus, tales como Bacillus subtilis, y
Streptomyces.

Estas células huésped recombinantes presentes se pueden usar para producir un anticuerpo cultivando las células
en condiciones que permitan la expresion del anticuerpo y purificando el anticuerpo de la célula huésped o del medio
que rodea a la célula huésped. El direccionamiento del anticuerpo expresado para la secrecién en las células
huésped recombinantes se puede facilitar mediante la insercién de una secuencia codificante de un péptido sefal o
lider secretor (Véase, Shokri y col., (2003) Appl Microbiol Biotechnol. 60(6):654-664, en el extremo 5 del gen
codificante del anticuerpo de interés. Estos elementos peptidicos lider secretores pueden proceder bien de
secuencias procariotas o eucariotas. Por consiguiente, se usan péptidos lideres secretores adecuados, que son
aminoacidos que se unen al extremo N- terminal de un polipéptido para dirigir el movimiento del polipéptido fuera del
citosol de la célula huésped y la secrecion al medio.

Los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencion se pueden fusionar con restos de aminoacidos adicionales.
Dichos restos de aminoacidos pueden ser una etiqueta peptidica para facilitar el aislamiento, por ejemplo. También
se contemplan otros restos de aminoacidos para el retorno dirigido de los anticuerpos a drganos o tejidos
especificos.

En una realizacién preferida, la presente invenciéon proporciona un anticuerpo anti-VEGFR-1 de la presente
invencion para el uso en la reduccién del crecimiento tumoral o la inhibicion de la angiogénesis.

Aunque sin pretender quedar ligado a un mecanismo particular, las condiciones que pueden tratar los presentes
procedimientos incluyen, por ejemplo, aquellas en las que el crecimiento tumoral o angiogénesis patdégena se
estimula a través de un bucle paracrino y/o autocrino de VEGFR.

Con respecto a la reduccion del crecimiento tumoral, dichos tumores incluyen tumores primarios y tumores
metastasicos, asi como tumores refractarios. Los tumores refractarios incluyen tumores que no responden o que son
resistentes a otras formas de tratamiento, tales como el tratamiento solamente con agentes quimioterapéuticos,
solamente con anticuerpos, solamente con radiacion o combinaciones de estos. Los tumores refractarios también
incluyen tumores que parecen estar inhibidos por el tratamiento con dichos agentes, pero recurren hasta los cinco
afos, a veces hasta los diez afios 0 mas después de interrumpir el tratamiento.

Los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencién son utiles para tratar tumores que expresan VEGFR-1.
Dichos tumores son caracteristicamente sensibles al VEGF presente en su entorno, y ademas pueden producir y
estimularse por VEGF en un bucle estimulador autocrino. Este procedimiento es por lo tanto efectivo para tratar un
tumor sélido o no sélido que no esta vascularizado, o que no esta sustancialmente vascularizado aun.

Por consiguiente, como ejemplos de tumores solidos que pueden tratarse se incluyen el carcinoma de mama,
carcinoma pulmonar, carcinoma colorrectal, carcinoma pancreatico, glioma y linfoma. Algunos ejemplos de dichos
tumores incluyen tumores epidermoides, tumores escamosos, tales como tumores de cabeza y cuello, tumores
colorrectales, tumores de prostata, tumores de mama, tumores de pulmon, incluyendo tumores microciticos y
macrociticos de pulmoén, tumores de pancreas, tumores de tiroides, tumores de ovario y tumores de higado. Otros
ejemplos incluyen el sarcoma de Kaposi, neoplasmas del SNC, neuroblastomas, hemangioblastomas capilares,
meningiomas y metastasis cerebrales, melanoma, carcinomas y sarcomas gastrointestinales y renales,
rabdomiosarcoma, glioblastoma, preferentemente glioblastoma multiforme, y leiomiosarcoma. Los ejemplos de
canceres vascularizados de piel para los cuales son efectivos los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencion
incluyen el carcinoma de células escamosas, el carcinoma de células basales y canceres de piel que se pueden
tratar suprimiendo el crecimiento de queratinocitos malignos, tales como queratinocitos humanos malignos.

Los ejemplos de tumores no sdlidos incluyen leucemia, mieloma multiple y linfoma. Algunos ejemplos de leucemias
incluyen leucemia mielégena aguda (LMA), leucemia mielégena crénica (LMC), leucemia linfocitica aguda (LLA),
leucemia linfocitica crénica (LLC), leucemia eritrocitica o leucemia monocitica. Algunos ejemplos de linfomas
incluyen linfomas de Hodgkin y no Hodgkin.

Los respecto a la inhibicién de la angiogénesis, los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencion son efectivos
para tratar sujetos con tumores o neoplasmas vascularizados, o enfermedades angiogénicas que se caracterizan por
angiogénesis excesiva. Dichos tumores y neoplasmas incluyen, por ejemplo, tumores malignos y neoplasmas, tales
como blastomas, carcinomas o sarcomas, y tumores y neoplasmas altamente vascularizados. Los canceres que
pueden tratar los procedimientos de la presente invencion incluyen, por ejemplo, canceres del cerebro, tracto
genitourinario, sistema linfatico, estomago, renales, colon, laringe y pulmén y hueso. Los ejemplos no limitantes
adicionales incluyen tumores epidermoides, tumores escamosos, tales como los tumores de cabeza y cuello,
tumores colorrectales, tumores de préstata, tumores de mama, tumores de pulmon, incluyendo adenocarcinoma
pulmonar y tumores microciticos y macrociticos de pulmén, tumores de pancreas, tumores de tiroides, tumores de
ovario, y tumores de higado. El procedimiento también se usa para el tratamiento de canceres de piel
vascularizados, incluyendo el carcinoma de células escamosas, carcinoma de células basales y canceres de piel que
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se pueden tratar suprimiendo el crecimiento de queratinocitos malignos, tales como queratinocitos humanos
malignos. Otros canceres que pueden fratarse incluyen el sarcoma de Kaposi, neoplasmas del SNC,
neuroblastomas, hemangioblastomas capilares, meningiomas y metastasis cerebrales), melanoma, carcinomas y
sarcomas gastrointestinales y renales, rabdomiosarcoma, glioblastoma, incluyendo glioblastoma multiforme, y
leiomiosarcoma.

Como ejemplos no limitantes de afecciones patoldgicas angiogénicas caracterizadas por angiogénesis excesiva que
implican, por ejemplo, inflamaciéon y/o vascularizacion, se incluyen ateroesclerosis, artritis reumatoide (AR),
glaucoma neovascular, retinopatia proliferativa incluyendo retinopatia proliferativa diabética, degeneracion macular,
hemangiomas, angiofibromas y psoriasis. Otros ejemplos no limitantes de enfermedades angiogénicas no
neoplasicas son la retinopatia del prematuro (fibroplastica retrolental), rechazo de trasplante de cérnea, diabetes
mellitus insulino-dependiente, esclerosis multiple, miastenia grave, enfermedad de Crohn, nefritis autoinmunitaria,
cirrosis biliar primaria, psoriasis, pancreatitis aguda, rechazo a aloinjerto, inflamacion alérgica, dermatitis por
contacto y reacciones de hipersensibilidad retardada, enfermedad inflamatoria intestinal, choque séptico,
osteoporosis, osteoartritis, defectos cognitivos inducidos por inflamacion neuronal, sindrome de Osler-Weber,
restinosis, e infecciones fungicas, parasitarias y viricas, incluyendo las infecciones por citomegalovirus.

La identificacion de afecciones médicas tratables por anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencion esta bien
dentro de la habilidad y el conocimiento de un experto en la materia. Por ejemplo, los individuos humanos que bien
padezcan una enfermedad neoplasica o angiogénica clinicamente significativa o que tengan riesgo de desarrollar
sintomas clinicamente significativos son adecuados para la administracion de los presentes anticuerpos del receptor
de VEGF. Un médico experto en la materia puede detectar facilmente, por ejemplo, mediante el uso de ensayos
clinicos, examen fisico e historia médica/familiar, si un individuo es un candidato para dicho tratamiento.

Los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencién se pueden administrar para tratamientos terapéuticos a un
paciente que padezca un tumor o una afeccién patolégica asociada a angiogénesis en una cantidad suficiente para
prevenir, inhibir o reducir la progresion del tumor o afeccién patoldgica. Progresion incluye, por ejemplo, el
crecimiento, invasividad, metastasis y/o recurrencia del tumor o afeccion patologica. Las cantidades efectivas para
este uso dependeran de la gravedad de la enfermedad y del estado general del sistema inmunitario del propio
paciente. Los regimenes de dosificacion también variaran con la patologia y el estado del paciente, y tipicamente
variaran de una dosificacion de un unico bolo o infusién continua a administraciones multiples diarias (por ejemplo,
cada 4-6 horas), o tal como indique el médico tratante y la afeccion del paciente. Se debe observar, sin embargo,
que la presente invencién no se limita a ninguna dosis particular.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona un anticuerpo anti-VEGFR-1 de la presente invencién en
combinacién con uno o mas agentes distintos para uso en el tratamiento de una afeccién médica. Por ejemplo, una
realizaciéon de la presente invencién proporciona un anticuerpo anti-VEGFR-1 de la presente invencién con un
agente antineoplasico o antiangiogénico para su uso en el tratamiento de una afeccion médica. El anticuerpo anti-
VEGFR-1 puede estar unido quimica o biosintéticamente a uno o mas de los agentes antineoplasicos o
antiangiogénicos.

Se puede usar cualquier agente antineoplasico adecuado, tal como un agente quimioterapéutico o radiacion. Los
ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen, pero sin limitacién, cisplatino, doxorrubicina, ciclofosfamida,
paclitaxel, irinotecan (CPT-11), topotecan o una combinacién de estos. Cuando el agente antineoplasico es
radiacion, la fuente de radiacion puede ser bien externa (terapia de haz de radiacion externa-EBRT) o interna
(braquiterapia-BT) al paciente que se trata.

Ademas, los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencidon se pueden administrar con anticuerpos que
neutralicen otros receptores involucrados en el crecimiento tumoral o angiogénesis. Un ejemplo de dicho receptor es
VEGFR-2/KDR. En una realizacién, se usa un anticuerpo anti-VEGR-1 de la presente invenciéon en combinacién con
un antagonista del receptor que se une especificamente a VEGFR-2. Particularmente preferidas son proteinas de
union antigénica que se unen al dominio extracelular de VEGFR-2 y bloquean la uniéon mediante uno cualquiera de
sus ligandos, tales como VEGF(A), VEGF-C, VEGF-D, o VEGF-E.

Otro ejemplo de dicho receptor es VEGFR. En una realizacion de la presente invencién, se usa un anticuerpo anti-
VEGFR-1 en combinacién con un antagonista de EGFR. Un antagonista de EGFR puede ser un anticuerpo que se
una a EGFR o un ligando de EGFR e inhiba la unién de EGFR a su ligando. Los ligandos de EGFR incluyen, por
ejemplo, EGF, TGF-a anfiregulina, heparina unida a EGF (HB-EGF) y betarrecululina. Se piensa que el EGF y el
TGF-a son los ligandos enddgenos principales que dan como resultado la estimulacion mediada por EGFR, aunque
el TGF-a ha mostrado ser mas fuerte para promover la angiogénesis. Se debe apreciar que el antagonista de EGFR
se puede unir externamente a la parte extracelular de EGFR, lo que puede o no inhibir la unién del ligando, o
internamente al dominio de la tirosin quinasa. Los ejemplos de antagonistas de EGFR que se unen a EGFR
incluyen, sin limitacién, moléculas bioldgicas, tales como anticuerpos (y los equivalentes funcionales de estos)
especificos para EGFR, y moléculas pequefias, tales como inhibidores sintéticos de quinasas que actuan
directamente en el dominio citoplasmatico de EGFR.

Otros ejemplos de receptores de factores de crecimiento implicados en la tumorigénesis son los receptores del factor
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de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR), el factor de crecimiento insulinico (IGFR), el factor de crecimiento
nervioso (NGFR), y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR).

En una realizacion alternativa adicional, la presente divulgacién proporciona un anticuerpo anti-VEGFR-1 de la
presente invenciéon en combinacion con uno o mas adyuvantes adecuados, tales como, por ejemplo, citocinas (IL-10
y ML-13, por ejemplo) u otros estimuladores inmunitarios, para su uso en el tratamiento de una afecciéon médica.

En una terapia de combinacion,, el anticuerpo anti-VEGFR-1 puede administrarse antes, durante, o después de
comenzar la terapia con otro agente, asi como cualquier combinacion de estas, es decir, antes y durante, antes y
después, durante y después, o antes, durante y después de comenzar la terapia con el agente antineoplasico. Por
ejemplo, un anticuerpo anti-VEGFR-1 de la presente invencion puede administrarse entre 1 y 30 dias antes,
preferentemente 3 y 20 dias, mas preferentemente entre 5 y 12 dias antes de comenzar la radioterapia. Sin
embargo, la presente invencion, no se limita a ningdn régimen de administracion particular. La dosis del otro agente
administrado depende de numerosos factores, incluyendo, por ejemplo, el tipo de agente, el tipo y gravedad de la
afeccion médica que se trata y la de la via de administracion del agente. Sin embargo, la presente invencién no se
limita a ninguna dosis en particular.

Se puede usar cualquier procedimiento o via adecuado para administrar un anticuerpo anti-VEGFR-1 de la presente
invencion, y opcionalmente, co-administrar agentes antineoplasicos y/o antagonistas de otros receptores. Las vias
de administraciéon incluyen, por ejemplo, administracion oral, intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, o
intramuscular. Sin embargo, cabe destacar que, la presente invenciéon no se limita a ningun procedimiento o via de
administracion particular.

Se observa que un anticuerpo anti-VEGFR-1 de la presente invencion puede administrarse como un conjugado, que
se une especificamente al receptor y libera una carga util toxica, letal, seguido de la internalizacién del ligando-
toxina.

Se entiende que los anticuerpos anti-VEGFR-1 de la invencién, que se usaron en un mamifero para el propésito de
profilaxis o tratamiento, se administraran en forma de una composicion que adicionalmente comprende un
transportador farmacéuticamente aceptable. Los transportadores farmacéuticamente aceptables incluyen, por
ejemplo, uno o mas de agua, suero salino, fosfato salino tamponado, dextrosa, glicerol, etanol y similares, asi como
combinaciones de estos. Los transportadores farmacéuticamente aceptables pueden comprender ademas
cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes, conservantes o
tampones, que potencian la semivida o efectividad de las proteinas de union. Las composiciones de la inyeccion
pueden, tal como se conoce en la técnica, formularse de modo que proporcionen una liberacién rapida, sostenida o
retardada del principio activo después de la administracién al mamifero.

Aunque los anticuerpos humanos de la invencién son particularmente Utiles para la administracién a seres humanos,
pueden administrarse también a otros mamiferos. El término "mamifero" tal como se usa en el presente documento
pretende incluir, pero no se limita a, seres humanos, animales de laboratorio, animales domésticos y animales de
granja.

La presente invencion también incluye kits para inhibir el crecimiento tumoral y/o la angiogénesis que comprenden
una cantidad terapéuticamente efectiva de anticuerpo anti-VEGFR-1 de la presente invencion. Los kits pueden
contener ademas cualquier antagonista adecuado de, por ejemplo, otro receptor de factor de crecimiento implicado
en tumorigénesis o angiogénesis (por ejemplo, VEGFR-2/FKDR, EGFR, PDGFR, IGFR, NGFR, FGFR, etc, tal como
se describe anteriormente). Como alternativa, o adicionalmente, los kits de la presente invencién pueden
comprender ademas un agente antineoplasico. En el presente documento se han descrito ejemplos de agentes
antineoplasicos adecuados en el contexto de la presente invencion. Los kits de la presente invencién pueden
comprender ademas un adyuvante, ejemplos de los cuales se han descrito anteriormente.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona procedimientos de investigacion o diagndstico que usan
anticuerpos anti-VEGFR-1 de la presente invencioén in vivo o in vitro. En dichos procedimientos, los anticuerpos
anti-VEGFR-1 pueden estar ligados a fracciones diana o indicadoras.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos no incluyen descripciones detalladas de procedimientos convencionales, tales como
aquellos empleados en la construccion de vectores y plasmidos, la insercion de genes codificantes de polipéptidos
en dichos vectores y plasmidos, o la introduccién de plasmidos en células huésped. Dichos procedimientos son bien
conocidos por los expertos habituales en la materia y se describen en numerosas publicaciones incluyendo
Sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T. (1989), A Laboratory Manual, 22 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory
Press.

Materiales

Todos los reactivos y compuestos quimicos se adquirieron en Sigma (San Luis, MO) a menos que se indique lo
contrario. Las proteinas VEGF165 humana y fosfatasa alcalina de VEGFR-1 soluble recombinante humana
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(rhuVEGFR-1 AP) se expresaron en células transfectadas de manera estable y se purificaron del sobrenadante del
cultivo celular siguiendo los procedimientos conocidos por un experto en la técnica (Tessler, J. Biol. Chem.,
269:12456-12461 (1994)). Las proteinas P1GF y VEGFR-1 Fc recombinante soluble (rhuVEGFR-1 Fc) se
adquirieron en (R&D Systems Inc. Mineapolis, MN). El material de cultivo celular y las placas de ensayo se
adquirieron en (BD Biosciences, Bedford, MA).

Lineas celulares

Las lineas celulares humanas de cancer de mama DU4475, MDA-MB-231, MDA-MB-435, y las lineas celulares de
mieloma de ratén P3-X63-Ag8.653 y NSO se obtuvieron de la "American Type Tissue Culture Collection" (Manassas,
VA). La linea celular transfectante P3-X63-Ag8.653 Bc1/2 se cre6 en el laboratorio tal como se describe
anteriormente (Ray S, Diamond B. Proc Natl Acad Sci EE.UU. 91:5548-51, 1994). Las células tumorales se
mantuvieron en medio RPMI1640 (Invitrogen/Life Technologies, Inc., Rockville, MD) que contenia FCS al 10%
(Hyclone, Logan, UT). La linea celular endotelial de aorta porcina que expresaba VEGFR-1 la proporcioné el Dr. L.
Claesson-Welsh, Uppsala University, y se cultivd en medio F12 (Invitrogen/Life Technologies, Inc., Rockville, MD)
que contenia FCS al 10% (Hyclone, Logan, UT). Todas las células se mantuvieron a 37 °C, en una atmdsfera
humidificada, con CO2 al 5%

Ejemplo 1:_ Generacion de anticuerpos anti-VEGFR-1

Los anticuerpos monoclonales anti-VEGFR-1 humanos (citados en el presente documento como "anticuerpos
anti-VEGFR-1") se generaron por medio de una tecnologia de hibridoma convencional (Harlow & Lane, ed.,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, 211-213 (1998), que se incorpora en el presente documento
por referencia) usando ratones transgénicos KM (Medarex, San Jose, Calif.), que producen cadenas pesadas
gamma y ligeras kappa de la inmunoglobulina humana. Los ratones KM se inmunizaron por via subcutanea (s.c.)
con el fragmento de cristalizacion (Fc) de VEGFR-1 en adyuvante completo de Freund. Se reforzé a los animales por
via intraperitoneal (i.p.) tres veces con la misma proteina VEGFR-1 en adyuvante incompleto de Freund antes de la
infusion. Los animales descansaron durante un mes antes de recibir el ultimo refuerzo por via i.p. de 25 microgramos
de proteina VEGFR-1 en solucion de tampon fosfato salino (PBS).

Cuatro dias después, se recogieron los esplenocitos del ratén inmunizado y se fusionaron con células transfectantes
de plasmacitoma P3-X63-Ag8.653 Bcl-2 usando polietilenglicol (PEG; PM; 1450 KD). Después de la fusion, las
células se resuspendieron en medio HAT (hipoxantina, aminopterina, timidina) complementado con suero bovino
fetal (FBS) al 10% y se distribuyeron en placas de 96 pocillos a una densidad de 200 microlitros por pocillo para el
establecimiento de células de hibridoma. El dia 6 después de la fusion, se aspiraron 100 microlitros de medio y se
reemplazaron por 100 microlitros de medio reciente.

Ejemplo 2A: Los anticuerpos Anti-VEGFR-1 del ejemplo 1 se unen a VEGFR-1 e inhiben la unién de VEGFR-1 a
sus ligandos

a. Ensayos de union y bloqueo de VEGFR-1

El dia 10-12 después de la fusion, se exploré la produccion de anticuerpos de los hibridomas y la actividad de union
especifica del sobrenadante del cultivo con la proteina rhuVEGFR-1 en ensayos de union y de bloqueo basados en
ELISA. Los hibridomas positivos se subclonaron tres veces mediante cultivo en dilucién limitante para el
establecimiento de hibridomas monoclonales.

Concretamente, se diluyeron los sobrenadantes de hibridoma o anticuerpos purificados en PBS con FBS al 5% y
Tween 20 al 0,05 % (tampodn de ELISA) y se incubaron en placas de microtitulacion de 96 pocillos recubiertas con
rhuVEGFR-1 AP o AP durante 30 minutos. Las placas se lavaron con el tampoén de ELISA y se incubaron con IgG de
cabra anti-ratébn conjugada con peroxidasa de rabano picante (HRP) (Bio-Source International, Camarillo, CA)
durante 30 minutos. Se usé el sustrato TMB (3,3’, 5,5-tetra-metilbencidina) (Kierkegaard and Perry Lab, Inc.,
Gaitersburgo, MD) para revelar el color siguiendo las instrucciones del fabricante. Se leyd la absorbancia a 450
nanémetros nm para la cuantificacion de la actividad de unién de los anticuerpos. Para la identificacién de los
hibridomas que producian anticuerpos anti-VEGFR-1, los sobrenadantes de los hibridomas se pre-incubaron con
VEGFR-1 AP durante una hora. Las mezclas se incubaron con el tampén de ELISA en placas de microtitulacion de
96 pocillos recubiertas de VEGF o P1GF durante 1 hora. Se usé el sustrato PNPP (p-nitrofenilfosfato) para AP para
revelar el color siguiendo las instrucciones del fabricante. Se leyé la absorbancia a 405 nm para la cuantificacion de
la actividad de unién de VEGFR-1 a VEGF o PIGF. Los valores de densidad optica (D.O.) se leyeron en un lector de
placas de microtitulacion (Molecular Devices Corp., Sunnyvale, CA). La DE50 y CI50 de los anticuerpos se
analizaron usando el programa informatico GraphPad Prism 3 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).

La figura 3 muestra la actividad de unién de los anticuerpos purificados producidos a partir de los hibridomas
denominados como "6F9", "13G12," "15F11," y "18F1." Estos anticuerpos presentaron una actividad de unién con
una DE50 DE 0,1-0,3 nM en el ensayo de union basado en ELISA. Las figuras 4 y 5 muestran respectivamente que
los clones 6F9, 13G12, 15F11, 18F1 bloguearon eficazmente la unién de PIGF a VEGFR-1 con un valor CI50 de 0,4-
0,8 nM y la unién de VEGF a VEGFR-1 con un valor CI50 de 0,7-0,8 nM. Las caracteristicas de unién y bloqueo de
los anticuerpos se resumen en la tabla 4.
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Tabla 4- Caracteristicas de union y bloqueo de los anticuerpos anti-VEGFR-1
Clon Actividad de union (DE50) Actividad de bloqueo (CI50)
6F9 0,1 nM 0,86 nM P1GF
0,82 nM VEGF
13G12 |0,3nM 0,82 nM P1GF
0,70 nM VEGF
15F11 10,3 nM 0,49 nM P1GF
0,73 nM VEGF
18F1 0,1 nM 0,55 nM P1GF
0,84 nM VEGF

b. Medicioén de la afinidad de los anticuerpos anti-VEGFR-1

Las afinidades de los clones de anticuerpo anti-VEGFR-1 6F9, 13G12, 15F11, 18F1 se determinaron por tecnologia
de resonancia de plasmon usando BlAcore 2000 (Pharmacia, Piscataway, NY) de acuerdo con los procedimientos
proporcionados por el fabricante. Los analisis cinéticos de los anticuerpos se realizaron por inmovilizacion del
dominio extracelular recombinante de VEGFR-1 en una superficie detectora a una baja densidad. Las constantes de
asociacion (kon) y de disociacion (ko) se determinaron usando el programa informatico BlAevaluation 2.1
proporcionado por el fabricante.

Los clones de anticuerpo Anti-VEGFR-1 6F9, 13G12, F11, y 18F1 presentaron una alta afinidad, con un valor Kp de
69, 121, 70, y 54 pM, respectivamente. Las cinéticas de los anticuerpos se resumen en la tabla 5.

Tabla 5 - Cinéticas de los anticuerpos anti-VEGFR-1 humanos
Clon Kon Koff Kb

6F9 1,01e6 M 7,38e-5 M 69 pM
13G12 0,95e6 M 10,9e-5 M 121 pM
15F11 1,02e6 M 7,16e-5 M 70 pM

18F1 0,81e6 M 4,27e-5 M 54 pM

c. Evaluacion de la especificidad del anticuerpo Anti-VEGFR-1

Para determinar la especificidad de un anticuerpo monoclonal anti-VEGFR-1 contra el VEGFR-1 humano, se
ensayaron anticuerpos 18F1 purificados en un ensayo basado en ELISA. Se recubrieron placas de microtitulaciéon de
96 pocillos con un pg/ml de VEGFR-1 Fc recombinante humano, de VEGFR-1 Fc de raton, VEGFR-2 Fc de ratén, o
fosfatasa alcalina de VEGFR-2 humana con PBS, toda la noche a 4 °C. Después de lavar, las placas recubiertas con
receptor se bloquearon con PBS que contenia leche en polvo al 5% y Tween 20 al el 0,05 %. Las placas recubiertas
con receptor se incubaron con diluciones en serie de anticuerpo primario 18F1 contra VEGFR-1 humano, MF1 contra
VEGFR-1 de raton, 1C11 contra VEGFR-2 humano, o DC101 contra VEGFR-2 de ratéon en durante 30 minutos.
Después de lavar se incubaron las placas con anticuerpos secundarios anti-primarios conjurados con HRP durante
30 minutos. Se lavaron las placas y se incubaron con el sustrato TMB (3,3, 5,5-tetra-metilbencidina) para revelar el
color. Se leyo la absorbancia a 450 nm como valores de D.O. para la cuantificacion de la actividad de unién de los
anticuerpos. Los datos se analizaron usando un programa informatico GraphPad Prism.

Las figuras 6 A-D muestran la especificidad del anticuerpo monoclonal 18F1 contra VEGFR-1 humano (Figura 6A),
y que el anticuerpo no tiene reactividad cruzada con el VEGFR-1 de ratén (Figura 6B), VEGFR-2 humano (Figura
6C) y VEGFR-2 de ratén (Figura 6D). Los resultados indican que el anticuerpo anti-VEGFR-1 humano 18F1 tiene
una especificidad de unién estricta con su respectivo receptor.

d. Transferencia de Western

Se cultivaron células endoteliales de aorta porcina confluentes que expresaban VEGFR-1 (PAE-VEGFR-1) y células
BT474 de carcinoma de mama humano en medio F12 reducido en suero durante 48 h. Después, las células se pre-
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incubaron con el clon 18F1 de anticuerpo anti-VEGFR-1 a concentraciones que variaban de 0,1 to 30 ug/ml durante
1 hora seguido de estimulacion con VEGF o P1GF durante 5 minutos a 37 °C. Después se aclararon las células con
PBS enfriado en hielo y se lisaron en tampodn de lisis (HEPES 50 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1%, y glicerol al
10 % que contenia fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM, aprotina 10 ug/ml, leupeptina 10 ug/ml, y vanadato de
sodio 1mM). Los lisados celulares se sometieron a SDS-PAGE y se transfirieron a membranas Inmobilon (Millipore
Corp. Billerica, MA). Después de la transferencia, las manchas se incubaron con la soluciéon de bloqueo y se
analizaron con anticuerpo antifosfotirosina (PY20, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) seguido de lavado.
Los contenidos de proteina se visualizaron usando anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano
picante seguido de un potenciador de quimioluminiscencia (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NY). Se uso
un anticuerpo anti-VEGFR-1 especifico para volver a transferir el VEGFR-1.

Todos los anticuerpos anti-VEGFR-1 reconocieron una molécula de proteina recombinante VEGFR-1 de 180 KD.

Ejemplo 2B:_El anticuerpo anti-VEGFR-1 anti-humano es especifico para el VEGFR-1 humano

Se recubrieron las placas de 96 tiras-pocillos con HUVEGFR-1-Fc, VEGFR-1-AP de ratén (ImClone Systems) o
huVEGFR-2-AP (ImClone Systems) (100 ng/pocillo) y se bloquearon con leche al 5 % /PBS. La unién de 18F1 y
otros anticuerpos de VEGFR-1 anti-humanos o un anticuerpo de VEGFR-1 anti-ratéon, MF1 (ImClone Systems, ref.
18), a placas con VEGFR-1 o VEGFR-2 unido se evalué como se describe anteriormente para la exploracion de los
sobrenadantes de los hibridomas, exceptuando que la unién del anticuerpo se detectdé con un anticuerpo de cabra
anti-kappa humano conjugado con HRP (BioSource International, Camarillo, CA) para 18F1 y anticuerpo anti-
VEGFR-2 humano 1C11, o un anticuerpo de cabra anti-lgG-de rata conjugado con HRP (BioSource International)
para MF1.

8F1 mostré una reactividad especifica con VEGFR-1 humano (Figura 32A) pero no reactividad cruzada con
VEGFR-1 de raton (Figura 32B) y VEGFR-2 humano (Figura 32C). El anticuerpo de bloqueo de VEGFR-1 anti-raton
MF1 también demostro ser especifico de especie, uniéndose al VEGFR-1 de ratén (Figura 32B), pero no al humano
(Figura 32A).

Ejemplo 3:_Los anticuerpos anti-VEGFR-1 se unen a VEGFR-1 nativo en células que expresan VEGFR-1
a. Anédlisis por citometria de flujo

Se recogieron alicuotas de 10° células PAE-VEGFR-1 de cultivos subconfluentes y se incubaron con los clones de
anticuerpo anti-VEGFR-1, 6F9, 13G12, F11, y 18F1 en PBS con albumina de suero bovino (BSA) al 1 % y azida
sodica al 0,02 % (tampon de tincion) durante una hora en hielo. Se recogieron alicuotas de 10° células DU4475 de
carcinoma de mama humano de cultivos subconfluentes y se incubaron con el clon de anticuerpo anti-VEGFR-1
18F1 en PBS con albumina de suero bovino (BSA) al 1 % y azida sddica al 0,02 % (tampon de tincion) durante una
hora en hielo. Se usé un isotipo IgG coincidente (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) como control
negativo. Se lavaron las células dos veces con tampodn de flujo y después se incubaron con un anticuerpo de cabra
anti- IgG humana marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Biosource Internacional, Camarillo, CA) en
tampon de tincion durante 30 minutos en hielo. Se lavaron las células como se indicé anteriormente y se analizaron
en un citémetro de flujo Epics XL (Beckman-Coulter, Hialeah, FL). Las células muertas y los residuos se eliminaron
del anadlisis en base a la dispersion de la luz directa y lateral. Las unidades de intensidad de fluorescencia media
(UIFM) se calcularon como la media logaritmica de la fluorescencia multiplicada por el porcentaje de poblacion
positiva.

La figura 7 muestra la reactividad de uniéon de los clones 6F9, 13G12, 15F11 y 18F1 con células que expresan PAE-
VEGFR-1. Las figuras 8A y 8B muestran la reactividad de unién del clon 18F1 con células que expresan PAE-
VEGFR-1 y DU4475 de carcinoma de mama humano, respectivamente. Estos resultados indican que los anticuerpos
anti-VEGFR humanos se unen al VEGFR-1 nativo expresado en la superficie celular.

b. Ensayo de bloqueo de VEGFR-1 en la superficie

La union de "*°I-VEGF a VEGFR-1 en la superficie celular se realizé usando células que expresaban PAE-VEGFR-1.
Las células crecieron en placas de cultivos celulares de plastico no recubiertas, de las que se descubrié que
disminuian la unién inespecifica sin afectar la unién especifica de '2|.VEGF. Las células confluentes se incubaron
en suero y crecieron en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)/medio F-12 (Invitrogen, Carlsbad, CA) sin
complemento durante 24 horas. Las células se aclararon una vez con medio DMEM/F-12 enfriado en hielo que
contenia HEPES 0,025 M y 1 mg/ml de albumina de suero bovino (BSA). A cada pocillo en la placa, se afiadié una
dilucién en serie de anticuerpo anti-VEGFR-1 18F1 o VEGEF frio a la concentracion de un exceso molar de 200 veces
de VEGF marcado y se incub6 a 4 °C durante 1 hora. Después de lavar, se afiadio 25|_VEGF a la concentracidn de
2 ng/ml y se incubd a 4 °C durante 2 horas en una plataforma de agitacion. Las células se lavaron tres veces con
PBS que contenia BSA 1 mg/ml y CaCl, 0,25 mM, y se incubaron durante 5 minutos en presencia de Triton X-100 al
1 %, BSA 1 mg/mly NaNs al 0,16 % para eliminar el VEGF unido. El contenido soluble de cada pocillo se contd en
un contador gamma. Los ensayos se realizaron por triplicado en al menos tres experimentos independientes y los
datos se analizaron usando el programa informatico Prism GraphPad 3.03.
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La figura 9 muestra la fuerte actividad de bloqueo del anticuerpo anti-VEGFR-1 18F1 que impide drasticamente la
union del VEGFR-1 nativo al '®I-VEGF en las células endoteliales de aorta porcina.

Ejemplo 4:_Los anticuerpos anti-VEGFR-1 inhiben la autofosforilacion de VEGFR-1 y la activacion de MAPK y Akt
en respuesta a VEGF y PIGF

a. Ensayo de fosforilaciéon de VEGFR-1

La autofosforilacion del VEGFR-1 inducida por sus ligandos y la activacion resultante de una MAPK clasica, las
protein quinasas reguladas por la sefial extracelular 1/2 (ERK 1/2) y las rutas de sefalizacion aguas abajo de
PI3K/Akt, median las respuestas biolégicas celulares tales como la proliferacion, motilidad, supervivencia y
diferenciacion. La habilidad de un anticuerpo anti-VEGFR-1 para inhibir la fosforilacién de VEGFR-1 y la activacion
de ERK1/2 y la sefalizacion aguas abajo de las quinasas Akt, se determinaron usando las células transfectantes
PAE-VEGFR-1y BT474 de carcinoma de mama.

Se sembraron células PAE-VEGFR-1 y BT474 a una densidad de 5 x 10%/pocillo en placas de 100 o 150 mm?y se
cultivaron en medio asérico durante 18-48 horas. Después de reemplazar el medio de cultivo, las células se trataron
a 37 °C con los clones de anticuerpos anti-VEGFR-1 6F9, 15F11, y 18F1 o el control de isotipo durante 1 hora y
después se incubaron con 50 ng/ml de VEGF o 100 ng/ml de P1GF durante 10 minutos. Después de los
tratamientos, los extractos de la proteina total se aislaron de las células con tampodn de lisis [HEPES 20 mM (pH 7,4),
MgCl, 10 mM, MnCl, 2 mM Triton X-100 al 0,05%, y DTT 1 mM], y se inmunoprecipitaron con anticuerpo
anti-VEGFR-1 (C-17, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). La transferencia de Western del VEGFR-1
fosforilado se detectd usando anticuerpo anti-fosfo-quinasa (PY-20, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Las
proteinas se detectaron usando un sistema de quimioluminiscencia electrogenerada (ECL), Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway, NY), y se cuantificaron por densitometria usando formacion de imagenes del NIH (National
Institute of Mental Health, Bethesda, MD).

b. Ensayo de quinasas in vitro

Para evaluar la fosforilacion de MAPK y Akt, células BT474 se sembraron a una densidad de 5 x 105/pocillos en
placas de 12 pocillos en condiciones aséricas durante 18 horas. Las células se trataron a 37 °C con el clon de
anticuerpo anti-VEGFR-1 18F1 o el control de isotipo durante 1 hora y después se incubaron con 50 ng/ml de VEGF
o 100 ng/ml de P1GF durante 5-10 minutos. Se realizaron la lisis celular, el aislamiento de proteinas y la
electrotransferencia. Las membranas se incubaron con anticuerpos contra MAP quinasas fosforiladas P44/p42
(Thr202/Tyr204, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) o Akt fosforilada (Ser473, Cell Signaling Technology,
Beverly, MA), a una concentracion de 1 pg/ml, seguido de una incubacién con una IgG secundaria conjugada con
(1:5000). Para garantizar la misma carga de las muestras, las membranas se separaron y volvieron a explorarse con
anticuerpos anti-p42/p44 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) o anti-Akt (Cell Signaling Technology, Beverly,
MA).

c. Resultados

Tal como se muestra en las Figuras 10-14 se indujo una fosforilacion significativa de VEGFR-1 y una activacion de
la sefalizacion de ERK172 y Akt en las células transfectantes PAE-VEGFR-1 y BT474 de cancer de mama por
estimulacion con VEGF y P1GF, sugiriendo la actividad intrinseca del VEGFR-1 y el receptor asociado a las rutas de
sefializacion aguas abajo de las quinasas tanto en células de cancer de mama como en células endoteliales. Tal
como se muestra en las Figuras 10 y 11, respectivamente, el tratamiento con el anticuerpo anti-VEGFR-1 18F1
redujo significativamente la fosforilacion de VEGFR-1 estimulada por P1GF o VEGF en comparacién con el control
no tratado en células transfectantes PAE-VEGRF-1 y BT474 de cancer de mama. Tal como se muestra en las
Figuras 12 y 13 respectivamente, el tratamiento con los anticuerpos anti-VEGFR-1 15F11 y 6F9 también inhibio
drasticamente la activacion de la sefializacion aguas abajo de ERK1/2 inducida por P1GF y VEGF en células
transfectantes PAE-VEGFR-1. La activacién de la protein quinasa Akt es un importante evento de sefalizacion
intracelular que media la supervivencia celular en cancer de mama. Tal como se muestra en las Figuras 14A y B
respectivamente, el tratamiento con el anticuerpo anti-VEGFR-1 18F1 inhibié drasticamente la activaciéon inducida
por PIGF y VEGF de la sefalizacion aguas abajo de ERK 1/2 inducida por PIGF y VEGF en células transfectantes
PAE-VEGFR-1. Tal como se muestra en la Figura 15, el anticuerpo anti-VEGFR-1 18F1 bloqued significativamente
la fosforilacién de Akt estimulada por PIGF en células BT474 de cancer de mama. Estos resultados demostraron que
el tratamiento con los anticuerpos anti-VEGFR-1 es efectivo para inhibir la activacién del VEGFR-1 y las rutas de
sefializacion aguas abajo de las quinasas tanto en células de cancer de mama como en endoteliales.

Ejemplo 5:_Los anticuerpos anti-VEGFR-1 bloguean el crecimiento in vitro de células tumorales mamarias

La hipoxia tumoral esta asociada con potenciacion de la progresion neoplasica, incremento de la agresividad y
resistencia a farmacos quimioterapéuticos. Las células tumorales hipoxicas sufren respuestas biolégicas que activan
rutas de sefalizacion para la supervivencia y proliferacion por regulacion positiva de una variedad de expresiones
génicas incluyendo el VEGFR-1 (Harris AL. Nat Rev Cancer. 2:38-47, 2002).
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Ensayo de crecimiento celular

Se sembraron células de carcinoma DU4475 a una densidad 5 x 103/pocillo en placas de 96 pocillos en condiciones
aséricas durante 18 horas, y en alguin caso seguido de tratamiento con 100 mM de desferrioxamina durante 5 horas
mas. El efecto inhibidor del anticuerpo anti-VEGFR-1 en el crecimiento de las células tumorales se determiné
incubando las células con los clones de anticuerpo anti-VEGFR-1 6F9, 13G12, 15F11, y 18F1 a dosis de 3, 10, y 30
png/ml en presencia de 50 ng/ml de VEGF o 200 ng/ml de P1GF durante 48 horas. Después se contaron las células
viables por triplicado usando un citdmetro Coulter (Coulter Electronics Ltd. Luton, Beds, Inglaterra). Cada
experimento se realizoé por triplicado.

La tasa de crecimiento de las células tumorales DU4475 previamente tratadas con desferrioxamina, un agente que
imita las condiciones de hipoxia, aumenté aproximadamente 2 veces en respuesta a la estimulacién bien con VEGF
o con P1GF. Tal como se muestra en las Figuras 16 y 17 respectivamente, el tratamiento con los anticuerpos anti-
VEGFR-1 redujo eficazmente la proliferacion estimulada por VEGF y P1GF de las células de carcinoma de mama
DU4475, de una manera dependiente de la dosis. La Figuras 18A y B representan por separado la concentracion
del clon de anticuerpo 18F1 frente al recuento celular de la proliferacion estimulada por VEGF y PIGF de las células
de carcinoma de mama DU4475. La inhibicién del crecimiento in vitro inducido por PIGF de las células DU4475
mediante los anticuerpos anti-VEGFR-1, tal como se representa en los valores de CI50, se resume en la tabla 6.

Tabla 6 - Inhibicién del crecimiento in vitro inducido por PIGF de células DU4475
Clon crecimiento celular in vitro

6F9 Cl50: 43 nM

13G12 C150: 66 nM

15F11 C150: 44 nM

18F1 C150: 24 Nm

Ejemplo 6A: Los anticuerpos anti-VEGFR-1 suprimen el crecimiento de xenoinjertos de tumores de mama

Tratamiento de xenoinjertos de carcinoma de mama humano

La eficacia antitumoral de los anticuerpos anti-VEGFR-1 se ensayé en los modelos de xenoinjerto de tumor humano
de mama.

Ratones atimicos desnudos (Charles River Laboratories, Wllmlngton MA\) recibieron una inyeccion subcutanea en la
zona del flanco izquierdo de 2 x 10° células DU4475 o 5 x 10° células MDA-MB-231 y MDA-MB-435 mezcladas en
Matrigel (Collaborative Research Biochemicals, Bedford, MA). En los modelos DU4475 y MDA-MB-231, a los
tumores se les permitié alcanzar un tamafo de aproximadamente 200 mm?® y después se los ratones se asignaron al
azar en grupos de 12-16 animales por grupo. Los animales recibieron una administracion i.p. de los clones de
anticuerpo anti-VEGFR-1 6F9, 15F11, o 18F1 a una dosis de 0,5 mg (MDA-MB-231) o 1 mg (DU4475) tres veces a
la semana. En el modelo MDA-MB-435, las células tumorales se implantaron subcutaneamente en la zona del
paniculo adiposo mamarlo del raton. Después de que los tumores crecieran hasta alcanzar un tamafio de
aproximadamente 200 mm % |os ratones se asignaron al azar en grupos de 15 animales por grupo y recibieron 0,5 mg
por dosis de anticuerpo 18F1 por via intraperitoneal tres veces a la semana. Los ratones de los grupos control
recibieron el mismo volumen de solucién salina. El tratamiento de los animales fue continuado durante el
experimento. Los tumores se midieron dos veces a la semana con calibres. Los volimenes tumorales se calcularon
usando la férmula [n/6 (w1 X w2 X w2)], en la que "w1" representa el diametro tumoral mas grande y "w2" representa
el diametro tumoral mas pequefio.

Tal como se muestra en las Figuras 19A y 19B, la administracion sistémica de los anticuerpos anti-VEGFR-1 6F9,
15F11, 13G12 y 18F1 a una dosis de 1 mg por dosis tres veces a la semana condujo a una supresion del
crecimiento tumoral estadisticamente significativa del xenoinjerto DU4475 (p<0,05). Tal como se muestra en las
Figuras 20 A, B, y C respectivamente, la administracion sistémica de anticuerpo anti-VEGFR-1 18F1 a una dosis de
0,5 o 1 mg por dosis tres veces a la semana condujo a una supresion del crecimiento tumoral estadisticamente
significativa de los xenoinjertos DU4475, MDA-MB-231, MDA-MB-435 (ANOVA p <0,05). Tal como se muestra en las
Figuras 21A y B, el tratamiento con el clon de anticuerpo 18F1 contra VEGFR-1 humano para inhibir el crecimiento
de las células de cancer y el clon MF1 contra VEGFR-1 de ratén para inhibir la angiogénesis tumoral a una dosis de
20 o0 40 mg/kg dos veces a la semana dio como resultado una inhibicion mas fuerte del crecimiento tumoral en los
modelos de xenoinjerto DU4475 y MDA-MB-231 (P <0,05) en comparacién con el anticuerpo solo. Estos resultados
demuestran que el bloqueo de la funcién in vivo de VEGFR-1 en la promocién directa del crecimiento de las células
de cancer y la modulacioén de la vascularizacion del tumor por el anticuerpo anti-VEGFR-1 es efectiva para suprimir
el crecimiento de los tumores de mama VEGFR-1 positivos en modelos de xenoinjerto.
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Ejemplo 6B: Los anticuerpos anti-VEGFR-1 anti-humanos bloguean el crecimiento in vitro de células de cancer de
mama

Se sembraron las células de carcinoma DU4475 (2 x 10* por pocillo) en placas de 24 pocillos en condiciones
aséricas durante 18 horas y después se trataron con desferrioxamina, un | agente que imita las condiciones de
hipoxia, (Sigma) durante 6 horas mas. A las placas se afiadié una dilucion en serie del anticuerpo anti- VEGFR-1
humano, 18F1, por triplicado y se incubd en presencia de 50 ng/ml de VEGF-A (R&D Systems) o 200 ng/ml de P1GF
durante 48 horas. El niumero total de células (unidas y en suspension) se determind para cada pocillo usando un
contador celular Coulter (Coulter Electronics Ltd., Inglaterra).

El tratamiento de IMC-18F1 bloque6 significativamente la proliferacion estimulada por VEGF-A y P1GF de las células
de carcinoma de mama DU447S (Figura 31A y 31B, respectivamente; CI50 estimada: 30-50 nM). El anticuerpo de
control de isotipo no tuvo efecto sobre la proliferacién celular. Por lo tanto, 18F1 inhibié la promocién de la
proliferacion/supervivencia de la célula tumoral inducida por ligando de VEGFR-1.

Ejemplo 7: El anticuerpo anti-VEGFR-1 inhibe la formacién de colonias de células de cancer de colon estimulada
por VEGF-A y VEGF-B

Un ml de medio DMEM, que contenia FBS al 10 % y agarosa al 1 % (Cambrex Corporation, East Rutherford, NY) se
sembré en placas en cada pocillo de placas de seis pocillos. Se trataron células HT-29 de carcinoma de colon
humano en medio asérico con 18F1 66 nM o control de IgG durante 1 hora y seguido de tratamiento con 10 ng/ml de
VEGF-A o 50 ng/ml de VEGF-B durante 4 horas mas. Las células tratadas se mezclaron con 1 ml de DMEM con
FBS al 10 % de que contenia agarosa al 0,5 % y los anticuerpos y/o ligandos apropiados. Un ml de esta suspension,
que contenia 250 células, se sembrdé en placas en cada pocillo en la parte superior de la capa de agarosa al 1 % de
la base. Después de 2 dias, se afadié a los pocillos mas medio que contenia anticuerpos y/o ligandos para
mantener la agarosa hidratada. Se permitié que las células crecieran durante 14 dias a 37 °C. Después, se contaron
las colonias mayores de 50 um de diametro usando un microscopio de diseccion. El analisis estadistico se realizd
usando el programa informatico estadistico InStat (V2.03, GraphPad Software, San Diego, CA)

El nimero y tamafio de las colonias se incrementd significativamente en los pocillos en los que las células se
trataron con VEGF-A o VEGF-B en comparacién con las células no tratadas solamente en medio completo. Tal como
se muestra en la Figura 22, el tratamiento con 18F1 suprimié completamente la formacién de colonias inducida por
ligando en comparacién con la actividad basal en ausencia de estimulacion con ligandos (p <0,03) (Figura 22). Por lo
tanto, tanto para las células adherentes como para las no adherentes, 18F1 tiene la capacidad de suprimir la
supervivencia y el crecimiento de células tumorales.

Ejemplo 8: Los anticuerpos anti-VEGFR-1 inhiben la migracion y la invasién de células de cancer de colon inducida
por VEGF-A y VEGF-B

Se incubaron células HT-29 (2,5 x 10*) o células SW480 (1,5 x 10*) en un medio que contenia FBS al 1% con el
anticuerpo anti-VEGFR-1 18F1 (66 nM) en la superficie superior de una MATRIGEL™ de 24 pocillos, revestida (HT-
29) o sin revestir (SW480) con un inserto de membrana con tamafo de poro de 8,0 um (Becton Dickinson Labware,
Bedford, MA). Los insertos se colocaron en las camaras inferiores que contenian 10 ng/ml de VEGF-A (R&D
Systems) o 50 ng/ml de VEGF-B (R&D Systems) durante 48 horas. Las células que permanecian en la camara
superior de los insertos se eliminaron con un hisopo de algodén. Las células que migraron a la cara inferior de los
insertos se tifieron con Diff-Quik (Harleco, Gibbstown, NY) y se contaron en 10 campos aleatorios a X100 aumentos.
El analisis estadistico se realizé usando el programa estadistico InStat (V2.03, GraphPad Software, San Diego, CA)

Tal como se muestra en las Figuras 23A y 23B, VEGF-A o VEGF-B indujeron la migracion de las células HT-29
hacia el ligando a través de una membrana no revestida. Tal como se muestra en la Figuras 24A y 24B, estos
ligandos también indujeron la invasiéon de células SW480 a través de una membrana recubierta con MATRIGEL™.
18F1 bloqued completamente la migracion e invasion inducida por ligando de VEGFR-1 en comparacion con la
actividad basal en ausencia de estimulaciéon con ligandos (p<0,05, Figuras 23 y 24). Por lo tanto, ademas de los
efectos negativos sobre la proliferacion celular y la supervivencia, 18F1 puede proporcionar un medio para inhibir la
invasion y metastasis posterior de células tumorales.

Ejemplo 9: El tratamiento con anticuerpo especifico anti-VEGFR-1 suprime el crecimiento in vivo de tumores de
xenoinjerto humano que expresan VEGFR-1

Hembras de ratones atimicos nu/nu, de 6-8 semanas de vida, recibieron una inyeccion por via subcutanea en la
superficie dorso lateral de un volumen de 0,4 ml de una suspension que contenia una linea celular tumoral humana
en medio, diluido 1:1 con MATRIGEL™ (BD Bio-sciences). Las lineas celulares que se usaron en modelos de
xenoinjerto, con las dosis celulares indicadas entre paréntesis (10° células/raton), fueron: lineas celulares de
carcinoma de colon humano DLD-1 (5), GEO (5) y HT-29 (5); las lineas celulares de carcinoma de mama humano
DU4475 (2), MDA-MB-231 (5), MDA-MB-435 (5), y BT474 (5). Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente
200-300 mm®, los ratones se asignaron al azar por tamafo tumoral y se dividieron en grupos de tratamiento. El
crecimiento tumoral se evalué aproximadamente dos veces a la semana, calculando el volumen tumoral como /6 *
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(Longitud* Anchura?), en la que Longitud = diametro mas grande y Anchura = diametro perpendicular a la Longitud.
Las dimensiones tumorales se midieron con calibres. El % de T/C se calcul6 como 100 * (Volumen tumoral al final
del tratamiento/Volumen tumoral al inicio del tratamiento) / (Volumen tumoral del control final/\VVolumen tumoral del
control inicial).

El 18F1 se diluy6é en suero salino USP al 0,9 % (Braun) o en suero salino tamponado con fosfato (PBS) y se
administré por via peritoneal a un volumen de 0,5 ml por ratén. El efecto del tratamiento sobre el crecimiento tumoral
se analiz6 usando el analisis de varianza de medidas repetidas (RM ANOVA), p < 0,05 se consider¢ significativo.

Tal como se muestra en la Figura 25, la administracion intraperitoneal de 18F1 suprimio significativamente (p <0,05)
el crecimiento de tumores de xenoinjerto DU4475 (Figura 25A), MDA-MB-231, y MDA-MB-435 (Figura 25B). Tal
como se muestra en la Figura 26, también se observd un efecto antitumoral significativo de la monoterapia con
VEGFR-1 contra xenoinjertos de cancer de colon HT-29 (Figura 26A), DLD-1 (Figura 26B), y GEO (Figura 26C).
Estos resultados demuestran que el bloqueo del VEGFR-1 humano, suprime eficazmente el crecimiento de tumores
de xenoinjertos establecidos con lineas celulares tumorales humanas que expresan VEGFR-1.

Ejemplo 10: El tratamiento con Anti-VEGFR-1 humano inhibe in vivo las rutas de sefalizacion de proliferacion y
supervivencia e induce apoptosis de las células tumorales.

Xenoinjertos MDA-MB-231 incluidos en parafina se evaluaron inmunohistoquimicamente para marcadores de
proliferacion, supervivencia y apoptosis de células tumorales. Los marcadores de proliferacion y supervivencia
incluyeron Ki-67 (Acp de conejo; Lab Vision Corporation, Fremont, CA), p44/42 MAPK fosfoespecificos
(Thr202/Tyr204) (Acp de conejo; Cell Signaling Technology) y Akt fosfoespecifico (Serd473) (AcP de conejo; Cell
Signaling Technology). Se uso el sistema EnVision+ para anticuerpos de conejo (DAKO Cytomation, Carpenteria,
CA) con 3,3’ diaminobencidina (DAB) como cromégeno, segun las instrucciones del kit. Después de una tincion con
colorante de contraste breve en hematoxilina de Mayer todas las secciones se deshidrataron, se aclararon y se
montaron en portaobjetos usando un medio de montaje permanente. La apoptosis tumoral se evalué por el ensayo
TUNEL usando el kit de deteccidn de apoptosis in situ con peroxidasa ApopTag® (Chemicon, Temecula, CA) segun
las instrucciones del kit. Las secciones tefiidas se montaron en portaobjetos con Gelmount (Biomeda, Foster City,
CA). Se analiz6 la inmunotinciéon positiva y la inmunofluorescencia de TUNEL positiva y se tomaron imagenes
usando un microscopio optico Axioskop con una camara digital Axiocam (Carl Zeiss, Alemania).

Tal como se muestra en la Figura 27, un marcador para células proliferantes (Ki-67) se redujo significativamente
después de 14 dias de tratamiento con 18F1 a 20 mg/kg (aproximadamente 0,5 mg/dosis en hembras de ratones
atimicos nu/nu), 2x/semana (numero de estudio 3067-04). Ademas, en este momento, el tratamiento con 18F1 dio
como resultado una disminucién marcada de la activacion de MAPK (Figura 27). Después de 1 semana de
tratamiento con 18F1 (0,5 mg/dosis, L-X-V), también se detectd un incremento de la apoptosis (Figura 27) tal como
se midié por los eventos positivos para TUNEL y una disminucion significativa de la fosforilacion de Akt en tumores
de xenoinjerto MDA-MB-231.

Ejemplo 11: El blogueo in vivo de VEGRF-1 tanto humano como murino conduce a una mayor actividad antitumoral
contra xenoinjertos de carcinoma de mama humano

El anticuerpo 18F1 se us6 en combinacion con MF1, un anticuerpo contra VEGFR-1 de raton. El 18F1 se diluyo en
suero salino USP al 0,9% (Braun) o en suero salino tamponado con fosfato (PBS) y se administré6 por via
intraperitoneal a un volumen de 0,5 ml por ratén. Se analiz6 el efecto del tratamiento sobre el crecimiento tumoral
usando analisis de varianza de medidas repetidas (RM ANOVA), p <0,05 se considerd significativo. Tal como se
muestra en la Figura 28, tanto en los modelos de xenoinjerto MDA-MB-231 (Figura 28A) como en DU4475 (Figura
28B), la inhibicion del VEGFR-1 humano expresado por el tumor con 18F1 y del VEGFR-1 enddgeno de ratén con
MF1, dio como resultado una inhibicion significativa del crecimiento tumoral (p <0,05). Se ha mostrado anteriormente
que el anticuerpo MF1 inhibe el crecimiento tumoral a través de una reduccién en la angiogénesis tumoral. La
combinacion de 18F1 y MF1 dio como resultado una inhibicion significativamente mayor del crecimiento tumoral que
con las monoterapias (p <0,05). La terapia combinada con 18F1 + MF1 no se asocié con pérdida de peso corporal.
Estos datos confirman una inhibicion dual de la vascularizacion tumoral y la proliferacion y supervivencia de las
células tumorales con el tratamiento con 18F1 en pacientes.

Ejemplo 12: Anticuerpo anti-VEGFR-1 en combinacion con agentes quimioterapéuticos

18F1 + MF1 se combinaron con terapias citotdxicas, 5-flourouracilo, leucovorina, y paclitaxel en el modelo MDA-MB-
231. El 18F1 se diluyé en suero salino USP al 0,9 % (Braun) o en suero salino tamponado con fosfato (PBS). Los
tratamientos con anticuerpo que se administraron a una dosis constante por ratén, se administraron a un volumen de
0,5 ml por raton. Los tratamientos de anticuerpo y citotdxico que se administraron a una dosis proporcional al peso
corporal, se dieron a un volumen de 10 pl por gramo de peso corporal. El 5-Fluorouracilo y la leucovorina (5-FU/LV)
se diluyeron por separado en suero salino USP y se dosificaron por separado. El paclitaxel se preparé bien en
alcohol bencilico al 5 %, (Sigma), Cremofor EL al 5% (Sigma), y suero salino USP al 90 % o alcohol etilico al 5%
(Sigma), Cremofor EL al 5 % y suero salino USP al 90%. La ciclofosfamida y la doxorrubicina se disolvieron en suero
salino USP para la dosificacion. Todos los tratamientos se administraron por via i.p. El efecto de los tratamientos
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sobre el crecimiento tumoral se analizé usando el analisis de varianza de medidas repetidas (RM ANOVA), p <0,05
se considero significativo.

Tal como se muestra en la Figura 29, en el modelo MDA-MB-231, la adicion de 18F1 + MF1 a una dosis activa de
terapia con ciclofosfamida incremento significativamente el efecto antitumoral. Tal como se muestra en la Figura 30,
cuando se administré la quimioterapia con 5-FU/LV y doxorrubicina a ciertos niveles de dosis, 18F1 + MF1
incrementaron los efectos antitumorales de estas dos quimioterapias.

En el modelo de xenoinjerto DU4475, habia una tendencia para la actividad incrementada (menor % de T/C) cuando
IMC-18F1 + MF1 se combinaba con 5-FU/LV, doxorrubicina y paclitaxel, a pesar de que el efecto no alcanzé un
significado estadistico en comparacién con el IMC-18F1 + MF1 solo, o la monoterapia con el agente citotdxico. En
MDA-MB-231 este fue de nuevo el caso de la doxorrubicina, a pesar de que para 5-FU/LV y paclitaxel no habia una
tendencia del incremento de la actividad con la combinacion. La falta de aditividad puede deberse a los minimos
efectos del 5-FU/LV y el paclitaxel como monoterapias a los niveles de dosis seleccionados. La combinacién con
ciclofosfamida también increment6 la actividad en el modelo MDA-MB-435 (% de T/C = 51) en comparacion con
IMC-18F1 + MF1 solo (% de T/C= 60) o monoterapia con ciclofosfamida (% de T/C =65), a pesar de que estas
diferencias no alcanzaron significado estadistico. Este fue también el caso de la doxorrubicina y el paclitaxel dentro
del mismo estudio. Al igual que para los datos anteriores de MDA-MB-231 y MDA-MB-435, una combinacion de
IMC-18F1, MF1, y ciclofosfamida mostré un incremento de la actividad antitumoral en comparacion con el anticuerpo
o la terapia citotoxica sola en un modelo de xenoinjerto DU4475, aunque la tendencia no alcanzé significado
estadistico.

Analisis estadistico

Los volumenes tumorales y el analisis del crecimiento de las células tumorales in vifro se analizaron usando el
ensayo de la t de Student usando el paquete estadistico SigmaStat (v. 2.03; Jandel Scientific, San Rafael, CA). Las
diferencias de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativas.

Ejemplo 13:_Clonacién y secuenciacion de las regiones VH/VL de los anticuerpos anti-VEGFR-1

Se aisl6 ARNm de Poli (A+) de las células de hibridoma que producian los clones 6F9, 13G12, 15F11, y 18F1
procedentes de ratones KM inmunizados con VEGFR-1 usando un kit Fat-Track (Invitrogen, Carlsbad, CA). La
generacion del ADNc cebado aleatoriamente fue seguida por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando
un kit de Clontech. Se usaron cebadores (directo: 5-ATGGAGTTTGGGCT-GAGCTG (SEC ID N°:29) e inverso:
3-TGCCAGGGGGAAGACCOATGG) (SEC ID N°:30) y (directo: 5-ATG GAA ACC CCA GCG CAG CTT CTC (SEC
ID N°:31) e inverso: 3'-CGGGAAGATGAAGACAGATG) (SEC ID N°32) para unirse a las regiones variables de las
cadenas pesadas y kappa ligeras, respectivamente. Las secuencias de los transcritos de la cadena pesada y kappa
procedentes de la inmunoglobulina humana de los hibridomas se obtuvieron por secuenciacion directa de los
productos de PCR generados a partir del ARN de poli (A+) usando los cebadores anteriormente descritos. También
se clonaron los productos de PCR en pCR2.1 usando un kit de clonacion TA Invitrogen, Carlsbad, CA) y ambas
cadenas se secuenciaron usando kits de secuenciacion Prism dye-terminator y un secuenciador ABI 3730
Sequencer (GENEW-IZ, North Brunswick, NY). Todas las secuencias se analizaron por alineamientos con el
programa de secuenciacion de anticuerpos Kataman usando el programa informatico DNASTAR.

La tabla 2, anterior, muestra secuencias de aminoacidos de las regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas
de los clones de anticuerpo anti-VEGFR-1 6F9, 13G12, 15F11, y 18F1. Las secuencias de los dominios CDR1,
CDR2, y CDRa3 se indican con subrayado. La tabla 3, anterior, muestra las secuencias de nucleétidos de los ADNc
que codifican las regiones variables de la cadena pesada y ligera de los clones 6F9, 13G12, 15F1 1, y 18F1.

Ejemplo 14:_Modificacién con ingenieria genética y expresion de anticuerpos de IgG1 anti-VEGFR-1 humanos

Las secuencias de ADN que codifican las regiones variables de la cadena pesada y ligera de los clones de
anticuerpo anti-VEGFR-1 6F9, 13G12, 15F11, y 18F1, se amplificaron por PCR para la clonacion en vectores de
expresion. Las regiones variables de la cadena pesada se fusionaron en fase con la region constante de la cadena
pesada gamma de la inmunoglobulina humana en el vector pEEo.1 (Lonza Biologies pic, Slough, Berkshire, GB). El
ADNc completo de la cadena ligera humana se cloné directamente en el vector pEE12.1 (Lonza Biologies PLC,
Slough, Berkshire, GB). Los vectores de expresion de inmunoglobulinas modificados genéticamente se transfectaron
de forma estable en células NSO de mieloma por electroporacion y se seleccionaron en medio de seleccion de
glutamina sintetasa. Los clones estables se exploraron con respecto a la expresion de anticuerpos mediante un
ELISA de union especifico para VEGFR-2 y Anti-Fc. Los clones positivos se expandieron en medio de cultivo asérico
para la produccion de anticuerpos en matraces de centrifugacion o en biorreactores durante un periodo de hasta dos
semanas. El anticuerpo IgG1 de longitud completa se purificé por cromatografia de afinidad a proteina A (Poros A,
PerSeptive Biosystems Inc., Foster City, CA) y se eluyd en una solucion salina neutra tamponada.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal humano aislado o fragmento del mismo que se une especificamente a VEGFR-1 que
comprende:

(i) la LCDR1 que tiene la secuencia SEC ID N°: 4;

(i) la LCDR2 que tiene la secuencia SEC ID N°: 2;
(iii) la LCDRS que tiene la secuencia SEC ID N°: 3;
(iv) la HCDR1 que tiene la secuencia SEC ID N°: 11;
(v) la HCDR2 que tiene la secuencia SEC ID N°: 12; y
(vi) la HCDRS3 que tiene la secuencia SEC ID N°: 13.

2. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica el anticuerpo o el fragmento
del mismo de la reivindicacion 1.

3. Un polinucleétido aislado de acuerdo con la reivindicacién 2 que comprende una secuencia de nucleétidos
seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°: 23, y SEC ID N°: 27, codificando la secuencia de nucleétidos un
anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a VEGFR-1.

4. Un vector de expresion que comprende la secuencia de polinucleétidos de la reivindicacién 2 unida a una
secuencia de expresion.

5. Una célula huésped recombinante que comprende el vector de expresion de la reivindicacion 4.

6. La célula huésped recombinante de la reivindicacion 5, en la que la célula expresa el anticuerpo o fragmento del
mismo de la reivindicacion 1.

7. Un procedimiento de produccién de un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende cultivar la célula de la
reivindicacion 5 en condiciones que permitan la expresion del anticuerpo o fragmento del mismo de la reivindicacion
1.

8. Un anticuerpo monoclonal humano o fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicaciéon 1 para su uso en
terapia.

9. Un anticuerpo monoclonal humano o fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en la
inhibicion de la angiogénesis en un mamifero.

10. Un anticuerpo monoclonal humano o fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en la
reduccion del crecimiento tumoral en un mamifero.

11. El anticuerpo monoclonal humano o fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso de
acuerdo con la reivindicacion 10, en la que dicho uso comprende adicionalmente administrar un agente o tratamiento
antineoplasico.

12. El anticuerpo monoclonal humano o fragmento del mismo de la reivindicacion 1 para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 10, en el que el tumor es un tumor de mama.
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Figura 1. Secuencias de aminacidos de los anticuerpos anti-VEGFR-1 humanos

6F9-Cadena ligera
METPAQLLFLLELWI PESTGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSGSSSYLAWYQQKPGQAPRLL)
Y .

CBR1
GASSRATG]PDRFSGSGSGTDI—“I’LTISRLEPEDFAWYCQQYQSSF’L FGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFP

CDR2 CDR3

6F9-Cadena pesada

MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGWQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEW
CDR1

VAVIWYDGSN KYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAWHCTRDHFGSGAHYYYYYGMD

\

CDR2 ' : CDR3
WGQGTTVT VSS_ :

13G12-Cadena ligera
METPAQLLFLLLEWLPESTGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSGSSSYLAW YQQKPGQAPRLLI
s _

CDR1
GASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVEIFP

CDR2 : CDR3

13G12-Cadena pesada
MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGWQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEW

CDR1
VAVIWYDGSNKYYADSVKGRFTISRONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDHYGSGARYYYYYGMD
)

CDR2 ' : CDR3
WGOAGTTVTVSS '

15F11-Cadena ligera
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVETQSPGTILSLSPGERATLSCRASQSVSSSYI AWYQOKPGOAPRLLIY

CDR1
GASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPLTFGQGTRLEIKRTVAAPSVFIFP

CDR2 ' CDR3

15F11-Cadena pesada
MEF GLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGWQF‘GRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEW
CDR1
VAVIWFDGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLGMNSLRAEDTAVYYCARDHYGSGAHSYYYYGLDY
CDR2 CDR3
WGQGTSVTVSS

18F1-Cadena ligera
METPAQLLF LLLLWLPD'ITGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCR_SQSVS SSYLAWYQOKPGQAPRLLIY

CDRA1
GASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPLTFGGGTRVEIKRTVAAPSVEIFP
CDR2 CDR3

18F1-Cadena.pesada
MEFGLSWVFLVALLRGVQCQAQWESGGGVWOQSGRSLRLSCAASGFAFSSY GMHWVRQAPGKGLE
w

CDR1
VAV IWYQGSNKYYADSVRGRFTISRDNSENTLYLQMNSLRAEDTAVYYC&RDHYGSGVHHYFYYGLDV

CDR2 . CDR3
WGQGTTVTVSS '
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Figura 2. Secuencias de nucleodtidos de los anticuerpos anti-VEGFR-1 humanos

6F9-Cadena ligera
ATGEAMACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTCECTCCCAGARAGCACCGGAGARAT TETGTTEACEC
AGTCTCCAGGCACCOTGTCOT TGTCTCCAGGEGARAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTEETAGCAR
CAGCTACTTAGCCTEETACCAGCAGAAACC TG CCAGGCTCCCAGECTCCTCATCTATERTGCATCCAGCAGGECC
ACTGGCATCCCAGACAGGT TCAGTGRCAG TGEGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGEAGCCTE
ARGATTTTGCAGIGTATTACTET CAGCAGTATGETAGC TCACCGCTCACTTTCEG CREAGGGACCAAGGTGGAGAT
CAAMCGARCTETEGLTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCE

6F%2- Cadena pesada

ATGGRGTTTGGGCTCAGCTGGET TTTCCT CGTTGCTCT T T TARGAGG TETCCAGTGET CAGGETECAGUTGGTGGAGT
CTGGGGGAGGCGTEETCCAGCCTRARACETCCCTIGAGACTCTCCTETECAGCGTCTGRATTCACCTTCAGTAGTTA
TGGCATGCACTGEGTCCGCCAGGCT CCAGGCARGEEGCTGEAGTGGGTEECAGTTATATGETATGATGEARGTART
ARATACTATGCAGACTCOGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCARGAACACGETGTATCTGCAAR
TGRACAGCCTEAGRRCCCACGCACACGECTETCTATCACTOTACGAGABATCACTTTGAT TCGREGECTCACTACTA
CTACTACTACGSTATGOACCTCTEEGECCAAGEARCCACGETCACCGTCTCCTOA

13@12-Cadena ligera
ATGEAARCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTECTACTCTGGUTCCCAGAAAGCACCGEAGAAATTGTETTGACGT
AGTCTCCAGGCACCCTGTCCTRCTCTCCAGGHECARAGAGCCACCCTCTCCTGCACEGCCACGTCAGACGTGGTAGCAG
CAGCTACTTAGCCTGETACCAGCAGAARCCTGECCACSGUTCCCAGECTCOTCATCTATRGTGCATCCAGCAGGGIC
BCTGGCATCCCAGACAGGT TCAGTGGCACTGEETCTGGRACAGACTTICACTCTCACCAT CAGCARACTGGAGCCTE
AAGRTTTTECAGTCTAT TACTATCAGCAGTATGETACGCTCACCGCTCACTT TCGECGEAGGGACCAAGGTGGAGAT
CARAACGRACTGTGECTECACCATCTGTCTTCATCTTCCCG

i13Gl2-Cadena pesada

ATCGAGTTTEGECTCAGCTGGGETTT TCCTOGTIGC TCTITTARGAGGTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTEGTGEAGT
CTGEEEEAGGCETEETCCAGCCTGEEAGGTCCCTCAGAC TCTCCTGTGCAGCETCTGGATTCACCTTCAGTAGCTA
TEECATCCACTECETCCECCAGOCT CCAGGCAAGEGECTECAGTGEETGECAGTTATATGGTATGATGGAAGTAAT
AAATACTATGCACGACTCOGTGAAGCCCCGATTCACCATCTCCAGAGACRATTCCARGAACACGCTETATCTGCARN
TGAACACCCTGAGACCCGAGGACACGECTE TG TAT TACTG TG CCRGAGATCACTATGGTTCGEGRGCTCACTACTA
CPACTACTACGGTATGGALGTC GG EECCARGGGACCACGGTCACCETCTCCICA

15F11-Cadena ligera

ATSEAAGCCCCAGCGOAGCTT CTCTTCOTCCTCC T ACT CTGGCT CCCACATACCACCGGAGABRATTGTGTTGACGEC
AGTCTCCAGGCACCCTATCTTTGTCTCCAGGACARRGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTATTAGCAG
CAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGBCCAGGCTCCCACGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCC
ACTGGUATCCCAGACARGTICAGTAGUAGTGGE ICTEGGACAGACTICACTCTCACCATCAGCASACTGGAGCCTG
AMGATTTTGCAGTGTAT TACTGTCAGCAGTATGEFAGCTCACCTCTCACCTTCGGCCARMGGGROACGACTGGAGAT
TAAACGRACTGTGECTRCACCATCTETCTTCATCTTCCOG-

15Fl11-Cadena pesada

ATGGAGTTICEGCTGAGCTGEETTTTCCTCGITGCTCTTT TARGAGETETCCAGTGTCAGE TECAGCTEETREAGT
CTGEREGEACECETEGTCCAGCLTEEGAGGTCOCTEAGACT CTCC TETGUAGCETUTGEATTCACTTTCAGTAGCTA
TGCGCATGCACTEGGTCCECCAGGCTCCAGGCAAGESGECTEGAGTGGETEECAGT TATATGE T T TRATGEAAGTART
BAAATACTATGCAGACTCCETGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACRATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCARA
TERACAGCCTGACGAGCCGAGRACACGECTETETATTAC TG TECGAGRGATCACTATGETTCREGRGCTCACTCCTA
CTACTACTACGGTTTGCACGTTTCEEGCCAAGRCACCTCCCTCACCETCTCCTCA

18Fl-Cadena ligera
ATGGAAACCCCBECGCAGCTTCTCTTCCTCCTGC'I‘ACTC’I’GGC‘I‘CCCAGATAC‘CACCGGAGAAAI’I‘GTGTTGACGC
AGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGEARAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTETTAGCAR
CAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGECCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCT
ACTEECATCCCAGACAGATTCAGTGECAGTECETCTCGEACAGACT TCACTCTCACCATCAGUAGACTERAGCCTE
AAGATTTIGCAG TG AT TACTGTUAGCAGTATGETAGC TCACCGITCACT TTCEECGEACEGACCARGGTGGEAGAT
CARACGAACTETGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTTCCG

18Fl-Cadena pesada

ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGEGTTT TCCTCETTGCTCT TT TAAGAGETATCCAGTATCAGGCACACE TG TGRAGT
CTGGEEEAGGCETEGT CCAGT CTGEGAGETCCCTEAGACTCTCC TG TG CAGCETCTEGATTCGCCTTCAGTAGCTA
CGGCATGCACTEGETCCGCCAGECTCCAGB U AAGRGECTCRAGTERRTGECAGTTATATGGTATGATGGAAGTAAT
ARATACTATGCAGACTCCGTEACGGGC COATTCACCATCTCCAGAGACAAT TUCGAGRACACGCTGTAT CTGCAAR
TeRACAGCCTGAGAGCCGAGRACACCECTETATATTACTG TGCCAGAGATCACTATGGTTCOGEGECTGCACCACTA
TTTCTACTACGETCTGGACGTCTGEEECCARGGAEACCACGETCACCETCTCCTCA
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 17
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Figura 18
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Figura 19A
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Figura 19B
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Figura 20
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Figura 21
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Figura 22
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Figura 22: Inhibicion de la formacién de colonias de células tumorales. Se sembraron células tumorales HT29 en
medio que contenia agar blando con o sin 18F1 en presencia de VEGF-A o VEGF-B y se incubo durante 14 dias. Se
contaron las colonias al microscopio. El tratamiento con 18F1 disminuyo la formacién de colonias inducida por los
ligandos de VEGF (*P < 0,03). Las barras indican el ETM. Datos de Pavco y col; Clin. Cancer Res. 2000, 6: 2094-

103
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Figura 23
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Figuras 23A y B: Inhibicion de la migracién de células tumorales. (A) Durante 48 h se trataron células tumorales HT-
29 con 18F1 en presencia de VEGF-A o VEGF-B. La migracion celular a través de una capa de Matrigel se
representa como Media + ETM (*P < 0,0001). (B) Microfotografias de las células que migran tefidas con Diff-Quik.
Datos de Pavco y col; Clin. Cancer Res. 2000; 6: 2094-103.
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Figura 24
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Figura 24 A y B: Inhibicion de la invasion de células tumorales. (A) Durante 48 horas se trataron células tumorales
SW480 con 18F1 en presencia de VEGF-A o VEGF-B. La migracion celular a través de una capa de Matrigel se
representa como Media + ETM (*P < 0,0001). (B) Microfotografias de las células que migran tefiidas con Diff-Quik.
Datos de Pavcoj; y col; Clin Cancer Res. 2000; 6: 2094-103.
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Figura 25
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Figura 25A y B: Efecto de la monoterapia con 18F1 en xenoinjertos de cancer de mama. (A) Ratones con
xenoinjertos DU4475 se trataron con los anticuerpos 18F1, 6F9, o 15F11 contra VEGFR-1, a 1,0 mg/dosis, L-X-V.
(B) Ratones con xenoinjertos MDA-MB-435 se trataron con 18F1 a las dosificaciones indicadas o con PBS a 0,5

mg/dosis, L-X-V. Se representa el volumen tumoral medio + ETM para n = 12 por grupo.
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Figura 26
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Figura 26A, B y C: Efecto de la monoterapia con 18F1 en xenoinjertos de cancer de colon. Ratones con
xenoinjertos HT-29 (A), DLD-1 (B), y GEO (C) se trataron con 18F1 a las dosificaciones indicadas, L-X-V, Se
representa el volumen tumoral medio + ETM para n = 10 por grupo.
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Figura 27

Figura 27: Tincion de Ki-67, MAPK fosforilada (P-MAPK) y TUNEL (ApopTag) en tumores de xenoinjerto MDA-MB-
231. Las secciones tumorales se tifieron para Ki67, P-MAPK (14 dias de tratamiento con 18F1 a 20 mg/kg,
2x/semana), o ApopTag (7 dias de tratamiento con 18F1 a 0,5 mg/dosis, 3x/semana). Se muestran secciones
tumorales representativas. El control indica la dosis coincidente de IgG humana.
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Figura 28-
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Figura 28A y B: Efecto de la inhibiciéon combinada de VEGFR-1 de raton y de ser humano sobre el crecimiento de
xenoinjertos. Ratones con xenoinjertos MDA-MB-231 (A) o DU4475 (B) se trataron con 18F1, MF1 o la combinacién,

a las dosificaciones indicadas (2x/semana para 18F1 y 3x/semana para MF1). Se representa el volumen tumoral
medio + ETM para n = 16-18 por grupo.
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Figura 29
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Figura 29: Efecto del tratamiento con ciclofosfamida en combinacion con anticuerpos anti-VEGFR-1 de raton y de
ser humano sobre el crecimiento de xenoinjertos MDA-MB-231. Ratones con xenoinjertos MDA-MB-231 se trataron

con 18F1 + MF1 solo (2x/semana), monoterapia de ciclofosfamida (c7d), o la combinacion, a las dosificaciones
indicadas. Se representa el volumen tumoral medio + ETM para n = 12 por grupo.
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Figura 30
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Figura 30A y B: Efecto del tratamiento con 5-FU/LV o Doxorrubicina en combinacién con anticuerpos anti-VEGFR-1
de ratén y de ser humano sobre el crecimiento de xenoinjertos MDA-MB-231. Ratones con xenoinjertos MDA-MB-
231 se trataron con 18F1 + MF1 solo (3x/semana), monoterapia de 5-FU/LV (c7d) (A), doxorrubicina (2x/semana) (B)
0 una combinacién de anticuerpos mas quimioterapia, a las dosificaciones indicadas. Se representa el volumen
tumoral medio £ ETM para n = 12 por grupo
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Figura 31
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Figura 31A y B: Inhibicion de la proliferacion de células tumorales. Durante una noche se privé de suero a 2 x 10*
células DU4475 seguido de tratamiento con desferrioxamina, después se incubaron con diversas cantidades de
18F1 (barra sombreada) o control de isotipo de IgG (barra blanca) en presencia de VEGF-A (A) o PIGF (B). Después
de 2 dias de incubacion, se determiné el nimero de células totales usando un contador celular Coulter. Los
resultados se muestran como valor medio con error tipico.
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Figura 32
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Figura 32A, B, y C: Especificidad de 18F1 y del anticuerpo anti-VEGFR-1 de ratén, MF1. 18F1 tiene actividad de
union con VEGFR-1 humano recombinante inmovilizado (A) pero no con VEGFR-1 de ratén (B) ni con VEGFR-2
humano (C) en comparacion con el control positivo MF1 o con el anticuerpo especifico de VEGFR-2, 1C11. El
anticuerpo anti-VEGFR-1 de ratén, MF1 no se unié al VEGFR-1 humano recombinante inmovilizado (A). 18F1 se us6
como control positivo en el ensayo de union en fase solida.
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