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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-EphB4 y métodos para usar los mismos
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere en lineas generales a los campos de biologia molecular. Mas especificamente, la
invencion se refiere a anticuerpos anti-EphB4, y a usos de los mismos.

Antecedentes de la invencion

El desarrollo de un suministro vascular es un requisito fundamental para muchos procesos fisioldgicos y patolégicos.
Los tejidos de crecimiento activo tales como embriones y tumores requieren un suministro adecuado de sangre.
Satisfacen esta necesidad produciendo factores pro-angiogénicos, que promueven la formacién de nuevos vasos
sanguineos mediante un proceso llamado angiogénesis. La formacion de conductos vasculares es un
acontecimiento biolégico complejo pero ordenado que implica todas o muchas de las siguientes etapas: a) las
células endoteliales (EC) proliferan a partir de EC existentes o se diferencian a partir de células progenitoras; b) las
EC migran y se unen para formar estructuras tipo corddn; c) los cordones vasculares después experimentan
tubulogénesis para formar vasos con un lumen central; d) los cordones o vasos existentes emiten brotes para formar
vasos secundarios; €) el plexo vascular primitivo experimenta remodelado reformacién adicional; y f) se reclutan
células peri-endoteliales para revestir los conductos endoteliales, proporcionando funciones de mantenimiento y
modulacion a los vasos; incluyendo dichas células pericitos para capilares pequefios, células de musculo liso para
vasos grandes, y células de miocardio en el corazdén. Hanahan, Science 277:48-50 (1997); Hogan y Kolodziej, Nat.
Rev. Genet. 3:513-23 (2002); Lubarsky y Krasnow, Cell 112:19-28 (2003).

Ahora esta bien establecido que la angiogénesis est4 implicada en la patogénesis de diversos trastornos. Estos
incluyen tumores sélidos y metéastasis, aterosclerosis, fibroplasia retrolental, hemangiomas, inflamacion cronica,
enfermedades neovasculares intraoculares tales como retinopatias proliferativas, por ejemplo, retinopatia diabética,
degeneracion macular relacionada con la edad (AMD), glaucoma neovascular, rechazo inmune de tejido corneal
transplantado y otros tejidos, artritis reumatoide, y psoriasis. Folkman et al., J. Biol. Chem. 267:10931-34 (1992);
Klagsbrun et al., Annu. Rev. Physiol. 53:217-39 (1991); y Garner A., "Vascular diseases," En: Pathobiology of Ocular
Disease. A Dynamic Approach, Garner A., Klintworth GK, eds., 22 Edicion (Marcel Dekker, NY, 1994), pag. 1625-
1710.

En el caso de crecimiento tumoral, la angiogénesis parece ser crucial para la transicion de hiperplasia a neoplasia, y
para proporcionar nutricion para el crecimiento y metastasis del tumor. Folkman et al., Nature 339:58 (1989). La
neovascularizacién permite que las células tumorales adquieran ventaja de crecimiento y autonomia proliferativa en
comparacion con las células normales. Un tumor habitualmente comienza como una Unica célula aberrante que
puede proliferar solamente hasta un tamafo de unos pocos milimetros cubicos debido a la distancia desde los
lechos capilares disponibles, y puede permanecer 'latente' sin crecimiento adicional y diseminacién durante un largo
periodo de tiempo. Algunas células tumorales cambian al fenotipo angiogénico para activar células endoteliales, que
proliferan y maduran en nuevos vasos sanguineos capilares. Estos vasos sanguineos recién formados no solamente
facilitan el crecimiento continuado del tumor primario, sino también la diseminacion y recolonizacién de células
tumorales matastésicas. Por consiguiente, se ha observado una correlacion entre la densidad de microvasos en
secciones tumorales y la supervivencia del paciente en cancer de mama asi como en otros varios tumores. Weidner
et al.,, N. Engl. J. Med. 324:1-6 (1991); Horak et al. Lancet 340:1120-24 (1992); Macchiarini et al. Lancet 340:145-46
(1992). Los mecanismos precisos que controlan el cambio angiogénico no esta bien comprendido, pero se cree que
la neovascularizacion de la masa tumoral resultan del balance neto de una multitud de estimuladores e inhibidores
de la angiogénesis (Folkman, Nat. Med. 1(1):27-31 (1995)).

El proceso de desarrollo vascular esta firmemente regulado. Hasta le fecha, una cantidad significativa de moléculas,
principalmente factores secretados producidos por células adyacentes, ha demostrado regular la diferenciacién,
proliferacién, migracion y uniéon de EC en estructuras tipo cordén. Por ejemplo, el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) se ha identificado como el factor clave implicado en la estimulacién de la angiogénesis y en la
induccion de la permeabilidad vascular. Ferrara et al., Endocr. Rev. 18:4-25 (1997). El hallazgo de que la pérdida de
incluso un Unico alelo de VEGF provoca letalidad embrionaria apunta hacia un papel irremplazable desempefiado
por este factor en el desarrollo y diferenciacion del sistema vascular. Ademés, VEGF ha demostrado ser un mediator
clave de la neovascularizacion asociada con tumores y trastornos intraoculares. Ferrara et al., Endocr. Rev. supra.
El ARNm de VEGF se sobre-expresa por la mayoria de los tumores humanos examinados. Berkman et al., J. Clin.
Invest. 91:153-59 (1993); Brown et al., Human Pathol. 26:86-91 (1995); Brown et al., Cancer Res. 53:4727-35
(1993); Mattern et al., Brit. J. Cancer 73:931-34 (1996); Dvorak et al., Am. J. Pathol. 146:1029-39 (1995).

Ademas, los niveles de concentracion de VEGF en fluidos oculares estan altamente correlacionados con la
presencia de proliferacién activa de vasos sanguineos en pacientes con retinopatias diabéticas y otras retinopatias
relacionadas con isquemia. Aiello et al., N. Engl. J. Med. 331:1480-87 (1994). Ademas, algunos estudios han
demostrado la localizacion de VEGF en membranas neovasculares coroidales en pacientes afectados por AMD.
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Lopez et al., Invest. Ophtalmol. Vis. Sci. 37:855-68 (1996).

Los anticuerpos neutralizantes anti-VEGF suprimen el crecimiento de diversas lineas celulares de tumor humano en
ratones desnudos (Kim et al., Nature 362:841-44 (1993); Warren et al., J. Clin. Invest. 95:1789-97 (1995); Borgstrom
et al., Cancer Res. 56:4032-39 (1996); Melnyk et al., Cancer Res. 56:921-24 (1996)) y también inhiben la
angiogénesis intraocular en modelos de trastornos isquémicos de retina (Adamis et al., Arch. Ophtalmol. 114:66-71
(1996)). Por lo tanto, los anticuerpos monoclonales anti-VEGF u otros inhibidores de la accion de VEGF son
candidatos prometedores para el tratamiento de tumores y diversos trastornos neovasculares intraoculares. Dichos
anticuerpos se describen, por ejemplo, en el documento EP 817.648, publicado el 14 de enero de 1998; y en el
documento WO 98/45331 y el documento WO 98/45332, ambos publicados el 15 de octubre de 1998. Un anticuerpo
anti-VEGF, bevacizumab, se ha aprobado por la FDA para su uso en combinacién con un régimen de quimioterapia
para tratar cancer colorrectal metastasico (CRC). Y bevacizumab se esta investigando en muchos ensayos clinicos
en curso para tratar diversas indicaciones cancerosas.

El receptor EphB4 ("EphB4" o0 "EphB4R") es un miembro de la familia de receptores eph, que constituye la familia
mas grande de receptores tirosina quinasa en el genoma humano (revisado en Dodelet, Oncogene, 19: 5614-5619,
2000). Las tirosina quinasas de receptores eph humanos se clasifican por identidad de secuencia en una clase Ay
una clase B con correspondientes ligandos de tipo A y tipo B mencionados como efrinas. La sefalizacién puede
suceder de manera directa, en que el receptor tirosina quinasa se activa por el ligando, y de manera inversa, en que
los ligandos efrinaB transmembrana se activan mediante la interaccién con receptores. Las interacciones del ligando
del receptor Eph se han implicado en una amplia gama de funciones bioldgicas incluyendo guia de axones,
formacion de limites tisulares, vasculogénesis, y motilidad celular (Kullander et al. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol., 3: 475-
486, 2002; Cheng et al. Cytokine Growth Factor Rev., 13: 75-85, 2002; Coulthard et al. Int. J. Dev. Biol., 46: 375-
384,2002). EphB4 se une a ligandos tales como efrina-B1, efrina-B2, y efrina-B3. El receptor EphB4 tiene una regién
extracelular con un motivo rico en cisteinas que se extiende sobre su mitad amino-terminal seguida de dos motivos
de fibronectina tipo Il. Existe un dominio intracelular que presenta una regién quinasa conservada y un dominio
transmembrana.

Esta claro que sigue existiendo la necesidad de agentes que tengan atributos clinicos que sean éptimos para su
desarrollo como agentes terapéuticos. La invencién descrita en este documento cumple esta necesidad y
proporciona otros beneficios.

El documento WO 2004/024773 describe métodos para inhibir el crecimiento canceroso de una célula usando un
anticuerpo o una porcidn de union a antigeno del mismo que se une a un epitopo del polipéptido EphB4. También se
describen anticuerpos purificados de EphB4, métodos para prevenir o tratar el cancer y métodos para identificar
agentes que puedan inhibir el crecimiento canceroso de una célula.

El documento WO 2005/090406 describe composiciones polipeptidicas (por ejemplo, anticuerpos y porciones de
unién a antigeno de los mismos que se unen a EphB4), y métodos para inhibir la actividad EphB4. También se
describen métodos y composiciones para tratar el cancer o para tratar enfermedades asociadas con angiogénesis.

Sumario de la invencion

La invencion se basa en parte en la identificacion de diversos agentes de uniébn a EphB4 (tal como
inmunoconjugados, anticuerpos, y fragmentos de los mismos). EphB4 se presenta como una importante y ventajosa
diana terapéutica, y la invencion proporciona composiciones y métodos basados en la uniéon de EphB4. Los agentes
de union a EphB4 de la invencién, como se describe en este documento, proporcionan importantes agentes
terapéuticos y de diagnéstico para su uso en abordar afecciones patoloégicas asociadas con la expresién y/o
actividad de las vias EphB4-ligando EphB4. Por consiguiente, la invencion proporciona métodos, composiciones, kits
y articulos de fabricacion relacionados con la unién de EphB4.

La presente invencion proporciona anticuerpos definidos en las reivindicaciones que se unen (tal como union
especifica) a EphB4. La forma IgG de longitud completa del anticuerpo puede unirse especificamente a EphB4
humano con una afinidad de unién de aproximadamente 50 pM o mejor. Como esté bien establecido en la técnica, la
afinidad de unién de un ligando a su receptor puede determinarse usando cualquiera de diversos ensayos, y
expresarse en términos de diversos valores cuantitativos. Por consiguiente, en una realizacién, la afinidad de unién
se expresa como valores Kd y refleja la afinidad de union intrinseca (por ejemplo, con efectos minimizados de
avidez). General y preferiblemente, la afinidad de unién se mide in vitro, ya sea en un entorno libre de células o
asociado a células. Cualquiera de varios ensayos conocidos en la técnica, incluyendo aquellos descritos en este
documento, puede usarse para obtener mediciones de afinidad de unién incluyendo, por ejemplo, Biacore,
radioinmunoensayo (RIA) y ELISA.

El anticuerpo puede unirse a una regién de union a ligando de EphB4. En algunas reas, el anticuerpo aislado se une
a un polipéptido que comprende, que consiste en o0 que consiste esencialmente en el dominio extracelular de EphB4.
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El anticuerpo inhibe, reduce, y/o bloquea la actividad EphB4, incluyendo la autofosforilacién de EphB4 y la unién de
efrina B2 a EphB4. También se describe un anticuerpo anti-EphB4, que comprende:

(a) al menos una, dos, tres, cuatro o cinco secuencias de region hipervariable (HVR) seleccionadas entre el
grupo que consiste en:

(i) HVR-L1 que comprende la secuencia A1-A11, donde A1-A11 es RASQDVSTAVA (SEC ID N2 9)

(i) HVR-L2 que comprende la secuencia B1-B7, donde B1-B7 es SASFLYS (SEC ID N® 11)

(iii) HVR-L3 que comprende la secuencia C1-C9, donde C1-C9 es QESTTTPPT (SEC ID N 15)

(iv) HVR-H1 que comprende la secuencia D1-D10, donde D1-D10 es GFSISNYYLH (SEC ID N® 2)

) HVR-H2 que comprende la secuencia E1-E18, donde E1-E18 es GGIYLYGSSSEYADSVKG (SEC ID N¢

i) HVR-H3 que comprende la secuencia F1-F17, donde F1-F17 es ARGSGLRLGGLDYAMDY (SEC ID N¢
7);y

(b) al menos una HVR variante, donde la secuencia de HVR variante comprende modificacion de al menos un
resto de la secuencia representada en las SEC ID N® 1-17.

De acuerdo con las reivindicaciones, la invencion proporciona un anticuerpo que comprende seis HVR, donde cada
HVR comprende o consiste en una secuencia seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 1-17, y
donde la SEC ID N2 9 o 10 corresponde a una HVR-L1, la SEC ID N2 11 0 12 corresponde a una HVR-L2, la SEC ID
N¢ 13, 14, 15, 16, o0 17 corresponde a una HVR-L3, la SEC ID N® 1 o 2 corresponde a una HVR-H1, la SEC ID N° 3
4,5 0 6 corresponde a una HVR-H2, y la SEC ID N° 7 u 8 corresponde a una HVR-H3.

En una realizacion, un anticuerpo de la invencién comprende HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2, y HVR-
H3, donde cada una, en orden, comprenden la SEC ID N9, 11,13, 1, 3, 7.

En una realizacion, un anticuerpo de la invencién comprende HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2, y HVR-
H3, donde cada una, en orden, comprenden la SEC ID N° 10, 12, 14,1, 3, 8.

En una realizacion, un anticuerpo de la invencién comprende HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2, y HVR-
H3, donde cada una, en orden, comprenden la SEC ID N° 9, 11,15, 2,4, 7.

En una realizacion, un anticuerpo de la invencién comprende HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2, y HVR-
H3, donde cada una, en orden, comprenden la SEC ID N9, 11,16, 1, 5, 7.

En una realizacion, un anticuerpo de la invencién comprende HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2, y HVR-
H3, donde cada una, en orden, comprenden la SEC ID N°9, 11,17,1,6, 7.

Las HVR variantes en un anticuerpo descrito en este documento pueden tener modificaciones de uno o mas (tal
como dos, tres, cuatro, cinco, 0 mas) restos dentro de la HVR.

Una HVR-L1 variante puede comprender 1-5 (1, 2, 3, 4 o 5) sustituciones en cualquier combinacién de las siguientes
posiciones: A6 (V0 S), A7 (SoE),A8(Tol),A9(AoF),yA10 (Vol).

Una HVR-L2 variante puede comprender 1-2 (1 o 2) sustituciones en cualquier combinacién de las siguientes
posiciones: B4 (F o N) y B6 (Y o E).

Una HVR-L3 variante puede comprender 1-7 (1, 2, 3, 4, 5, 6 0 7) sustituciones en cualquier combinacion de las
siguientes posiciones: C2 (Q, E, 0K),C3(SoT),C4 (Y,N, T,E,0A),C5(T,A,0Q),C6 (T,V,01),C8 (P,L,0E),y
C9(ToS).

Una HVR-H1 variante puede comprender 1-3 (1, 2 o 3) sustituciones en cualquier combinacién de las siguientes
posiciones: D3 (To S), D6 (Go N),yD9 (Io L).

Una HVR-H2 variante puede comprender 1-5 (1, 2, 3, 4 o 5) sustituciones en cualquier combinacién de las
siguientes posiciones: E5 (P,o L), E7 (S0 G),E8 (Go S), E10 (T, S,0R),y E11 (D, E, 0 G).

Una HVR-HS3 variante puede comprender 1 sustitucion en las siguientes posiciones: F3 (G o S).

La letra o letras en paréntesis después de cada posicion indican un aminoacido de sustitucién ilustrativa (es decir,
remplazo); como seria evidente para un especialista en la técnica, la idoneidad de otros aminodcidos como
aminoacidos de sustitucién en el contexto descrito en este documento puede evaluarse de forma rutinaria usando
técnicas conocidas en la técnica y/o descritas en este documento.
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Las secuencias de aminoacidos de las SEC ID N® 1-17 estan numeradas con respecto a las HVR individuales (es
decir, H1, H2 o H3) como se indica en la Figura 1, siendo la numeracién coherente con el sistema de numeracién de
Kabat como se describe a continuacion.

También se describen anticuerpos que comprenden secuencias HVR de cadena pesada como se representa en la
Figura 1.

También se describen anticuerpos que comprenden secuencias HVR de cadena ligera como se representa en la
Figura 1.

Algunos anticuerpos descritos en este documento comprenden un dominio variable de cadena ligera del anticuerpo
humanizado 4D5 (huMAb4D5-8) (HERCEPTIN®, Genentech, Inc., South San Francisco, CA, EEUU) (también
mencionado en la patente de Estados Unidos N© 6.407.213 y Lee et al., J. Mol. Biol. (2004), 340(5):1073-93) que se
representa en la SEC ID N 18 a continuacién.

1 Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr lle
Thr Cys Arg Ala Ser GIn Asp Val Asn Thr Ala Val Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Lys
Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser
Gly Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu GiIn Pro Glu Asp Phe Ala
Thr Tyr Tyr Cys GIn GiIn His Tyr Thr Thr Pro Pro Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Val Glu
lle Lys 107 (SEC ID N2 18) (los restos HVR estan subrayados)

En algunas realizaciones de los anticuerpos de la invencién, la secuencia del dominio variable de cadena ligera de
huMAb4D5-8 estd modificada en una o mas de las posiciones 30, 66 y 91 (Asn, Arg y His como se indica en
negrita/cursiva anteriormente, respectivamente). En una realizacién, la secuencia modificada de huMAb4D5-8
comprende Ser en la posicion 30, Gly en la posicién 66 y/o Ser en la posiciébn 91. Por consiguiente, en una
realizacién, un anticuerpo de la invencion comprende a dominio variable de cadena ligera que comprende la
secuencia representada en la SEC ID N2 52 a continuacion:

1 Asp lle Gin Met Thr GiIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr lle
Thr Cys Arg Ala Ser GiIn Asp Val Ser Thr Ala Val Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Lys
Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala
Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Ser Tyr Thr Thr Pro Pro Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu
lle Lys 107 (SEC ID N° 52) (los restos HVR estan subrayados)

Los restos sustituidos con respecto a huMAb4D5-8 se indican en negrita/cursiva anteriormente.

Los anticuerpos de la invencién pueden comprender cualquier secuencia adecuada del dominio variable
flanqueante, con la condicién de que la actividad de union a EphB4 se retenga sustancialmente. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, los anticuerpos de la invencién comprenden una secuencia consenso flanqueante de cadena
pesada del subgrupo Il humano. En una realizacién de estos anticuerpos, la secuencia consenso flanqueante
comprende sustitucién en la posicién 71, 73 y/o 78. En algunas realizaciones de estos anticuerpos, la posicion 71 es
A, 73 es T y/o 78 es A. En una realizacién, estos anticuerpos comprenden secuencias flanqueantes del dominio
variable de cadena pesada de huMAb4D5-8 (HERCEPTIN®, Genentech, Inc., South San Francisco, CA, EEUU)
(también mencionado en las patentes de Estados Unidos N° 6.407.213 y 5.821.337, y Lee et al., J. Mol. Biol. (2004),
340(5):1073-93). En una realizacién, estos anticuerpos comprenden adicionalmente una secuencia consenso
flanqueante de cadena ligera xl humana. En una realizacion, estos anticuerpos comprenden secuencias HVR de
cadena ligera de huMAb4D5-8 como se describe en las patentes de Estados Unidos N® 6.407.213 y 5.821.337.) En
una realizacién, estos anticuerpos comprenden secuencias de dominio variable de cadena ligera de huMAb4D5-8
(HERCEPTIN®, Genentech, Inc., South San Francisco, CA, EEUU) (también mencionado en las patentes de Estados
Unidos N®6.407.213 y 5.821.337, y Lee et al., J. Mol. Biol. (2004), 340(5):1073-93).

En una realizacién, un anticuerpo de la invencién comprende un dominio variable de cadena pesada, donde la
secuencia flanqueante comprende la secuencia de las SEC ID N2 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, y/o 37, y las secuencias HVR H1, H2 y H3 son las SEC ID N2 9, 11, y 15, respectivamente. En
una realizacion, un anticuerpo de la invencién comprende un dominio variable de cadena ligera, donde la secuencia
flanqueante comprende la secuencia de la SEC ID N° 38, 39, 40 y/o 41, y las secuencias HVR L1, L2 y L3 son las
SEC ID N2 2, 4,y 7, respectivamente.

En una realizacién, un anticuerpo de la invenciéon comprende un dominio variable de cadena pesada, donde la
secuencia flanqueante comprende la secuencia de la SEC ID N° 46, 47, 48, y/o 49, y las secuencias HVR H1, H2 y
H3 son las SEC ID N® 2, 4, y 7, respectivamente. En una realizacién, un anticuerpo de la invencién comprende un
dominio variable de cadena ligera, donde la secuencia flanqueante comprende la secuencia de la SEC ID N 42, 43,
44, y/o 45, y las secuencias HVR L1, L2 y L3 son las SEC ID N2 9, 11, y 15, respectivamente.
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En una realizacién, un anticuerpo de la invenciéon comprende un dominio variable de cadena pesada, donde la
secuencia flanqueante comprende las secuencias de las SEC ID N° 46, 47, 51, y 49, y las secuencias HVR H1, H2 y
H3 son las SEC ID N® 2, 4, y 7, respectivamente. En una realizacién, un anticuerpo de la invenciéon comprende un
dominio variable de cadena ligera, donde la secuencia flanqueante comprende las secuencias de las SEC ID N¢ 42,
43, 50, y 45, y las secuencias HVR L1, L2 y L3 son las SEC ID N2 9, 11 y 15, respectivamente.

En una realizacion, un anticuerpo de la invencion esta madurado en afinidad para obtener la afinidad de unién diana
deseada. En un ejemplo, un anticuerpo de afinidad madurada de la invencion comprende sustitucién en una o mas
de las posiciones de aminoacido H28, H31, H34, H52a, H54, H55, H57, H58, H95, L29, L30, L31, L32, L33, L53,
L55, L90, L91, L92, L93, L94, L96, o L97. En un ejemplo un anticuerpo de afinidad madurada de la invencion
comprende una o mas de las siguientes sustituciones: (a) en la cadena pesada, T28S, G31N, 134L, P52aL, S54G,
G55S, T57S 0 R, D58, E 0 G, G95S, o (b), en la cadena ligera, V29S, S30E, T311, A32F, V33L, F53N, Y55E, Q90E o
K, S91T,Y92N TE 0 A, T93V o |, T94V o I, P96L 0 E, 0 T97S.

En una realizacién, un anticuerpo de la invenciéon comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende
la secuencia de la SEC ID N? 53. En una realizacion, un anticuerpo de la invencién comprende un dominio variable
de cadena ligera que comprende la secuencia de la SEC ID N® 54. En una realizacion, un anticuerpo de la invencion
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de la SEC ID N? 53 y un dominio
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de la SEC ID N° 54.

En una realizacién, un anticuerpo de la invencion comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende
la secuencia de la SEC ID N2 55. En una realizacién, un anticuerpo de la invencion comprende un dominio variable
de cadena ligera que comprende la secuencia de la SEC ID N® 56. En una realizacién, un anticuerpo de la invencién
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de la SEC ID N? 55 y un dominio
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de la SEC ID N° 56.

En una realizacion, un anticuerpo de la invencion comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende
la secuencia de la SEC ID N? 57. En una realizacién, un anticuerpo de la invencion comprende un dominio variable
de cadena ligera que comprende la secuencia de la SEC ID N 58. En una realizacioén, un anticuerpo de la invencién
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de la SEC ID N° 57 y un dominio
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de la SEC ID N° 58.

En una realizacion, un anticuerpo de la invencion comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende
la secuencia de la SEC ID N? 59. En una realizacion, un anticuerpo de la invencién comprende un dominio variable
de cadena ligera que comprende la secuencia de la SEC ID N® 60. En una realizacion, un anticuerpo de la invencion
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de la SEC ID N° 59 y un dominio
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de la SEC ID N2 60.

En una realizacién, un anticuerpo de la invencion comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende
la secuencia de la SEC ID N? 61. En una realizacion, un anticuerpo de la invencién comprende un dominio variable
de cadena ligera que comprende la secuencia de la SEC ID N® 62. En una realizacion, un anticuerpo de la invencion
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de la SEC ID N° 61 y un dominio
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de la SEC ID N° 62.

En un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo que compite con cualquiera de los anticuerpos mencionados
anteriormente por la unién a EphB4. En un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo que se une al mismo
epitopo en EphB4 que cualquiera de los anticuerpos mencionados anteriormente.

Como se sabe en la técnica, y como se describe en mayor detalle a continuacién en este documento, la
posicion/limite de aminoacidos que delinean una regién hipervariable de un anticuerpo puede variar, dependiendo
del contexto y las diversas definiciones conocidas en la técnica (como se describe a continuacion). Algunas
posiciones dentro de un dominio variable pueden verse como posiciones hipervariables hibridas porque puede
considerarse que estas posiciones estan dentro de una region hipervariable bajo una serie de criterios mientras se
consideran fuera de una regién hipervariable bajo una serie diferente de criterios. También puede encontrarse una o
mas de estas posiciones en regiones hipervariables ampliadas (como se define adicionalmente a continuacion).

En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un
anticuerpo policlonal. En algunas realizaciones, el anticuerpo se selecciona entre el grupo que consiste en un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo de afinidad madurada, un anticuerpo humanizado, y un anticuerpo humano. En
algunas realizaciones, el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un
Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')2, o scFv.

En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico, por ejemplo, un anticuerpo que comprende secuencias
de unién a antigeno de un donante no humano injertadas en una secuencia heteréloga no humana, humana o
humanizada (por ejemplo, secuencias flanqueantes y/o de dominio constante). En una realizacién, el donante no
humano es un ratdn. En una realizacion, una secuencia de unién a antigeno es sintética, por ejemplo obtenida por



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2526204 T3

mutagénesis (por ejemplo, exploracion de presentacion en fagos, etc.). En una realizacién, un anticuerpo quimérico
de la invencién tiene regiones V murinas y region C humana. En una realizacion, la regiéon V de cadena ligera murina
se fusiona a una cadena ligera kappa humana. En una realizacion, la region V de cadena pesada murina se fusiona
a una regién C de IgG1 humana.

Los anticuerpos humanizados de la invencion incluyen aquellos que tienen sustituciones de aminoacidos en las FR y
variantes de maduracion de afinidad con cambios en las CDR injertadas. Los aminoacidos sustituidos en las CDR o
FR no estan limitados a aquellos presentes en el anticuerpo donante o receptor. En otras realizaciones, los
anticuerpos de la invencion comprenden adicionalmente cambios en restos de aminoacido en la region Fc que
conducen a una mejorada funcion efectora incluyendo funcién CDC y/o ADCC potenciada y eliminacion de células B.
Otros anticuerpos de la invencion incluyen aquellos que tienen cambios especificos que mejoran la estabilidad. En
otras realizaciones, los anticuerpos de la invencién comprenden cambios en restos de aminoacido en la region Fc
que conducen a una funcién efectora disminuida, por ejemplo funcién CDC y/o ADCC disminuida y/o eliminacién
disminuida de células B. En algunas realizaciones, los anticuerpos de la invencién se caracterizan por una unién
disminuida (tal como ausencia de union) al factor del complemento humano C1q y/o el receptor Fc humano en
linfocitos citoliticos naturales (NK). En algunas realizaciones, los anticuerpos de la invencién se caracterizan por una
unién disminuida (tal como la ausencia de unién) a human FcyRI, FcyRIIA, y/o FcyRIIIA. En algunas realizaciones,
los anticuerpos de la invencion son de la clase IgG (por ejemplo, IgG 1 o IgG4) y comprenden al menos una
mutacion en E233, L234, G236, D265, D270, N297, E318, K320, K322, A327, A330, P331 y/o P329 (numeracién de
acuerdo con el indice EU). En algunas realizaciones, los anticuerpos comprenden la mutacién L234A/L235A o
D265A/N297A.

En un aspecto, la invencién proporciona polipéptidos anti-EphB4 que comprenden cualquiera de las secuencias de
unién a antigeno proporcionadas en este documento, donde los polipéptidos anti-EphB4 se unen especificamente a
EphB4.

Los anticuerpos de la invenciéon se unen (tal como unién especifica) a EphB4 y bloquean la uniéon de efrinaB2 a
EphB4 y bloquean la fosforilacion de tirosina mediada por efrinaB2 de EphB4 y no reaccionan de forma cruzada con
EphB1 humana, EphB2 humana, EphB3 humana o EphB6 humana. En algunas realizaciones, pueden modular uno
o0 mas aspectos diferentes de los efectos asociados a EphB4, incluyendo aunque sin limitacién la activacion de
EphB4, la sefializacion molecular corriente abajo de EphB4, la activacién de ligando EphB4, la sefializacion
molecular corriente abajo de ligando EphB4, y/o la multimerizacion de EphR4, y/o la fosforilacion de ligando EphB4,
y/o la alteracién de cualquier via biolégica de EphB4 y/o ligando EphB4 biolégicamente relevante, inhibicion de
angiogénesis, y/o tratamiento y/o prevencién de un tumor, trastorno proliferativo celular o un cancer; y/o tratamiento
0 prevencion de un trastorno asociado con la expresion y/o actividad de de EphB4 (tal como expresion y/o actividad
aumentada de EphB4). En algunas realizaciones, el anticuerpo de la invencién se une especificamente a EphB4. En
algunas realizaciones, el anticuerpo se une especificamente al dominio extracelular (ECD) de EphB4. En algunas
realizaciones, el anticuerpo se une especificamente a un polipéptido que consiste en o consiste esencialmente en el
dominio extracelular de EphB4. En algunas realizaciones, el anticuerpo se une especificamente a EphB4 con una
KD de aproximadamente 50 pM o més fuerte. En algunas realizaciones, el anticuerpo de la invencion reduce, inhibe,
y/o bloquea la actividad EphB4 in vivo y/o in vitro. De acuerdo con la invencién, el anticuerpo reduce, inhibe y/o
bloquea la autofosforilacion de EphB4. De acuerdo con la invencion, el anticuerpo compite por la unién con efrinaB2
(reduce y/o bloquea la union de efrinaB2 a EphB4).

En un aspecto, la invencién proporciona el uso de un anticuerpo de la invenciéon en la preparacion de un
medicamento para el tratamiento terapéutico y/o profilactico de un trastorno, tal como un cancer, un tumor, y/o un
trastorno proliferativo celular. En algunas realizaciones, el trastorno es una neuropatia o enfermedad
neurodegenerativa.

En un aspecto, la invencién proporciona el uso de un anticuerpo de la invenciéon en la preparacion de un
medicamento para la inhibicién de la angiogénesis.

En un aspecto, la invencion proporciona composiciones que comprenden uno 0 mas anticuerpos de la invencion y
un vehiculo. En una realizacion, el vehiculo es farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto, la invencién proporciona acidos nucleicos que codifican un anticuerpo anti-EphB4 de la invencién.
En un aspecto, la invencién proporciona vectores que comprenden un &acido nucleico de la invencion.

En un aspecto, la invencion proporciona composiciones que comprenden uno o mas acidos nucleicos de la
invencion y un vehiculo. En una realizacién, el vehiculo es farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto, la invencién proporciona células hospedadoras que comprenden un &cido nucleico o un vector de la
invencion. Un vector puede ser de cualquier tipo, por ejemplo un vector recombinante tal como un vector de
expresion. Puede usarse cualquiera de diversas células hospedadoras. En una realizacion, una célula hospedadora
es una célula procariota, por ejemplo, E. coli. En una realizacion, una célula hospedadora es una célula eucariota,
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por ejemplo una célula de mamifero tal como célula de ovario de hamster chino (CHO).

En un aspecto, la invencién proporciona métodos para preparar un anticuerpo de la invencion. Por ejemplo, la
invencion proporciona métodos para preparar un anticuerpo anti-EphB4 (que, como se define en este documento
incluye longitud completa y fragmentos del mismo) o inmunoconjugado, comprendiendo dicho método expresar en
una célula hospedadora adecuada un vector recombinante de la invencion que codifique dicho anticuerpo (o
fragmento del mismo), y recuperar dicho anticuerpo.

También se describe un articulo de fabricacion que comprende un recipiente; y una composicién contenida dentro
del recipiente, donde la composicion comprende uno o mas anticuerpos anti-EphB4 de la invencién. En una
realizacién, la composicion comprende un &cido nucleico de la invencion. En una realizacién, una composicién que
comprende un anticuerpo comprende adicionalmente un vehiculo, que en algunas realizaciones es
farmacéuticamente aceptable. En una realizacién, un articulo de fabricacion de la invencion comprende
adicionalmente instrucciones para administrar la composicion (para, por ejemplo, el anticuerpo) a un sujeto (tal como
instrucciones para cualquiera de los métodos descritos en este documento).

También se describe un kit que comprende un primer recipiente que comprende una composicion que comprende
uno o mas anticuerpos anti-EphB4 de la invencién; y un segundo recipiente que comprende un tampé6n. En una
realizacién, el tampén es farmacéuticamente aceptable. En una realizacién, una composicion que comprende un
anticuerpo comprende adicionalmente un vehiculo, que en algunas realizaciones es farmacéuticamente aceptable.
En una realizacién, un kit comprende adicionalmente instrucciones para administrar la composicion (para, por
ejemplo, el anticuerpo) a un sujeto.

En un aspecto, la invencién proporciona el uso de un anticuerpo anti-EphB4 de la invencion en la preparacion de un
medicamento para el tratamiento terapéutico y/o profilactico de un trastorno, tal como un cancer, un tumor, y/o un
trastorno proliferativo celular. En algunas realizaciones, el trastorno es una neuropatia o enfermedad
neurodegenerativa. En algunas realizaciones, el trastorno es una afeccién patoldgica asociada con angiogénesis.

También se describe el uso de un acido nucleico de la invencién en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento terapéutico y/o profilactico de un trastorno, tal como un cancer, un tumor, y/o un trastorno proliferativo
celular. En algunas realizaciones, el trastorno es una neuropatia o enfermedad neurodegenerativa. En algunas
realizaciones, el trastorno es una afeccién patologica asociada con angiogénesis.

También se describe el uso de un vector de expresién de la invencién en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento terapéutico y/o profilactico de un trastorno, tal como un cancer, un tumor, y/o un trastorno proliferativo
celular. En algunas realizaciones, el trastorno es una neuropatia o enfermedad neurodegenerativa. En algunas
realizaciones, el trastorno es una afeccién patologica asociada con angiogénesis.

También se describe el uso de una célula hospedadora de la invencién en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento terapéutico y/o profilactico de un trastorno, tal como un cancer, un tumor, y/o un trastorno proliferativo
celular. En algunas realizaciones, el trastorno es una neuropatia o enfermedad neurodegenerativa. En algunas
realizaciones, el trastorno es una afeccién patologica asociada con angiogénesis.

También se describe el uso de un articulo de fabricacién de la invencién en la preparacién de un medicamento para
el tratamiento terapéutico y/o profilactico de un trastorno, tal como un cancer, un tumor, y/o un trastorno proliferativo
celular. En algunas realizaciones, el trastorno es una neuropatia o enfermedad neurodegenerativa. En algunas
realizaciones, el trastorno es una afeccién patologica asociada con angiogénesis.

También se describe el uso de un kit de la invenciéon en la preparacion de un medicamento para el tratamiento
terapéutico y/o profilactico de un trastorno, tal como un cancer, un tumor, y/o un trastorno proliferativo celular. En
algunas realizaciones, el trastorno es una neuropatia o enfermedad neurodegenerativa. En algunas realizaciones, el
trastorno es una afeccion patolégica asociada con angiogénesis.

La invencion proporciona medios, como se define en las reivindicaciones, Utiles para modular las patologias
asociadas con la expresion y/o actividad de EphB4, tal como expresion y/o actividad aumentada o disminuida, o
expresion y/o actividad indeseada.

En un aspecto, la invencion proporciona medios para tratar o prevenir un tumor, un cancer, y/o un trastorno
proliferativo celular asociado con expresion y/o actividad aumentada de EphB4, administrando una cantidad eficaz
de un anticuerpo anti-EphB4 a un sujeto que necesite dicho tratamiento.

También se describen métodos para eliminar una célula (tal como una célula cancerosa o tumoral), comprendiendo
los métodos administrar una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-EphB4 a un sujeto que necesite dicho tratamiento.

En un aspecto, la invencion proporciona medios para reducir, inhibir, bloquear, o prevenir el crecimiento de un tumor
o cancer, administrando una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-EphB4 a un sujeto que necesite dicho tratamiento.
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También se describen métodos para tratar o prevenir una neuropatia o enfermedad neurodegenerativa, o reparar
una célula nerviosa danada, comprendiendo los métodos administrar una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-
EphB4 a un sujeto que necesite dicho tratamiento.

También se describen métodos para promover el desarrollo, proliferacion, mantenimiento o regeneracion de
neuronas, comprendiendo los métodos administrar una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-EphB4 a un sujeto que
necesite dicho tratamiento.

En un aspecto, la invencién proporciona medios para inhibir la angiogénesis que comprende administrar una
cantidad eficaz de un anticuerpo anti-EphB4 a un sujeto que necesite dicho tratamiento.

En un aspecto, la invencién proporciona medios para tratar una afeccion patolégica asociada con angiogénesis que
comprende administrar una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-EphB4 a un sujeto que necesite dicho tratamiento.
En algunas realizaciones, la afeccién patologica asociada con angiogénesis es un tumor, un cancer, y/o un trastorno
proliferativo celular. En algunas realizaciones, la afeccion patoldgica asociada con angiogénesis es una enfermedad
neovascular intraocular.

La invencién puede usarse para afectar a cualquier estado patoldégico adecuado. Trastornos ejemplares se
describen en este documento, e incluyen un cancer seleccionado entre el grupo que consiste en cancer pulmonar
microcitico, neuroblastomas, melanoma, carcinoma de mama, cancer gastrico, cancer colorrectal (CRC), y
carcinoma hepatocelular.

En una realizacién, una célula que se aborda por la invenciéon es una célula cancerosa. Por ejemplo, una célula
cancerosa puede ser una seleccionada entre el grupo que consiste en una célula cancerosa de mama, una célula
cancerosa colorrectal, una célula cancerosa pulmonar, una célula de carcinoma papilar, una célula cancerosa de
colon, una célula cancerosa pancredtica, una célula cancerosa de ovario, una célula cancerosa cervical, una célula
cancerosa del sistema nervioso central, una célula de sarcoma osteogénico, una célula de carcinoma renal, una
célula de carcinoma hepatocelular, una célula cancerosa de vejiga, una célula de carcinoma gastrico, una célula de
carcinoma escamoso de cabeza y cuello, una célula de melanoma, una célula de leucemia, y una célula de
adenoma de colon. En una realizacién, una célula que se aborda por la invencién es una célula hiperproliferativa y/o
hiperplasica. En una realizacién, una célula que se aborda por la invencién es una célula displasica. En otra
realizacién mas, una célula que se aborda por la invencion es una célula metastasica.

Pueden emplearse etapas adicionales de tratamiento. Por ejemplo, en una realizacién, una célula y/o tejido diana
(para, por ejemplo, una célula cancerosa) se expone a tratamiento de radiacion o a un agente quimioterapéutico.

El anticuerpo anti-EphB4 de la invencion puede administrarse en combinacion con una cantidad eficaz de otro
agente terapéutico (tal como un agente anti-angiogénesis). Por ejemplo, se usan uno o mas anticuerpos anti-EphB4
en combinaciones con agente anti-neoplasico o agente anti-angiogénico para tratar diversas afecciones neoplasicas
0 no neoplasicas. En una realizacién, la afeccion neoplasica o no neoplasica es una afeccion patolégica asociada
con angiogénesis. En algunas realizaciones, el otro agente terapéutico es un agente anti-angiogénico, un agente
anti-neoplasico, y/o un agente quimioterapéutico.

El anticuerpo anti-EphB4 puede administrarse en serie 0 en combinacion con el otro agente terapéutico que es
eficaz para esos propdsitos, en la misma composicion o como composiciones diferentes. La administracion del
anticuerpo anti-EphB4 y el otro agente terapéutico (por ejemplo, agente anti-neoplasico, agente anti-angiogénico)
puede hacerse simultdneamente, por ejemplo, como una Unica composicion o como dos 0 mas composiciones
distintas, usando la misma o diferentes vias de administracion. Como alternativa, o adicionalmente, la administracion
puede hacerse secuencialmente, en cualquier orden. Como alternativa, o adicionalmente, las etapas pueden
realizarse como una combinacioén de tanto secuencial como simultanea, en cualquier orden. En ciertas realizaciones,
pueden estar presentes intervalos que varian de minutos a dias, hasta semanas a meses, entre las administraciones
de las dos 0 mas composiciones. Por ejemplo, el agente anti-neoplasico puede administrarse primero, seguido del
anticuerpo anti-EphB4. Sin embargo, también se contempla la administracion simultanea o la administracién del
anticuerpo anti-EphB4 primero. Por consiguiente, en un aspecto, la invencion proporciona métodos que comprenden
la administracién de un anticuerpo anti-EphB4, seguido de la administracion de un agente anti-angiogénico (tal como
un anticuerpo anti-VEGF, tal como bevacizumab). En ciertas realizaciones, pueden estar presentes intervalos que
varian de minutos a dias, hasta semanas a meses, entre las administraciones de las dos 0 mas composiciones.

En ciertos aspectos, la invencién proporciona medios para tratar un trastorno (tal como un tumor, un cancer, y/o un
trastorno proliferativo celular) administrando cantidades eficaces de un anticuerpo anti-EphB4 y/o uno o mas
inhibidores de la angiogénesis y uno o mas agentes quimioterapéuticos. Puede usarse diversos agentes
quimioterapéuticos en los métodos de tratamiento combinado de la invencion. Una lista ejemplar y no limitante de los
agentes quimioterapéuticos contemplados se proporciona en este documento en "Definiciones". La administracion
del anticuerpo anti-EphB4 y el agente quimioterapéutico puede hacerse simultaneamente, por ejemplo, como una
Unica composicion o como dos 0 mas composiciones distintas, usando la misma o diferentes vias de administracion.
Como alternativa, o adicionalmente, la administracion puede hacerse secuencialmente, en cualquier orden. Como
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alternativa, o adicionalmente, las etapas pueden realizarse como una combinacion de tanto secuencial como
simultanea, en cualquier orden. En ciertas realizaciones, pueden estar presentes intervalos que varian de minutos a
dias, hasta semanas a meses, entre las administraciones de las dos 0 més composiciones. Por ejemplo, el agente
quimioterapéutico puede administrarse primero, seguido del anticuerpo anti-EphB4. Sin embargo, también se
contempla la administracién simultanea o la administracion del anticuerpo anti-EphB4 primero. Por consiguiente, en
un aspecto, la invencion proporciona métodos que comprenden la administracion de un anticuerpo anti-EphB4,
seguido de la administracion de un agente quimioterapéutico. En ciertas realizaciones, pueden estar presentes
intervalos que varian de minutos a dias, hasta semanas a meses, entre las administraciones de las dos o mas
composiciones.

En un aspecto, la invencién proporciona medios para potenciar la eficacia de un agente anti-angiogénico en un
sujeto que tiene una afeccion patoldgica asociada con angiogénesis, que comprende administrar al sujeto una
cantidad eficaz de un anticuerpo anti-EphB4 en combinacion con el agente anti-angiogénico, potenciando de este
modo la actividad inhibidora de dicho agente anti-angiogénico.

En otro aspecto, como se define en las reivindicaciones, la invencion proporciona métodos para la deteccion de
EphB4, comprendiendo los métodos detectar el complejo EphB4-anticuerpo anti-EphB4 en la muestra. El término
"deteccion” como se usa en este documento incluye deteccidn cualitativa y/o cuantitativa (medicion de niveles) con o
sin referencia a un control.

En otro aspecto, como se define en las reivindicaciones, la invencion proporciona métodos para diagnosticar un
trastorno asociado con la expresion y/o actividad de EphB4, comprendiendo los métodos detectar el complejo
EphB4-anticuerpo anti-EphB4 en una muestra biolégica de un paciente que tiene o se sospecha que tiene el
trastorno. En algunas realizaciones, la expresién de EphB4 es expresién aumentada o expresion anormal. DE
acuerdo con la invencion, el trastorno es un tumor, cancer, y/o un trastorno proliferativo celular.

En otro aspecto, la invencién proporciona cualquiera de los anticuerpos anti-EphB4 descritos en este documento,
donde el anticuerpo anti-EphB4 comprende un marcador detectable.

En otro aspecto, la invencion proporciona un complejo de cualquiera de los anticuerpos anti-EphB4 descritos en este
documento y EphB4. En algunas realizaciones, el complejo esta in vivo o in vitro. En algunas realizaciones, el
complejo comprende una célula cancerosa. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-EphB4 esta marcado de
forma detectable.

Breve descripcion de las figuras

FIGURA 1: Secuencias de bucle HVR de cadena pesada y cadena ligera de anticuerpos anti-EphB4. La figura
muestra las secuencias HVR de cadena pesada, H1, H2, y H3, y las secuencias HVR de cadena ligera, L1, L2 y
L3. La numeracién de secuencias es la siguiente: clon 30.35 (HVR-H1 es la SEC ID N 1; HVR-H2 es la SEC ID
N¢ 3; HVR-H3 es la SEC ID N° 7; HVR-L1 es la SEC ID N2 9; HVR-L2 es la SEC ID N° 11; HVR-L3 es la SEC ID
N¢ 13); clon 30.35.1D2 (HVR-H1 es la SEC ID N2 1; HVR-H2 es la SEC ID N® 3; HVR-H3 es la SEC ID N¢ 8;
HVR-L1 es la SEC ID N° 10; HVR-L2 es la SEC ID N? 12; HVR-L3 es la SEC ID N® 14); clon 30.35.2D8 (HVR-H1
es la SEC ID N® 2; HVR-H2 es la SEC ID N2 4; HVR-H3 es la SEC ID N° 7; HVR-L1 es la SEC ID N° 9; HVR-L2
es la SEC ID N2 11; HVR-L3 es la SEC ID N¢ 15); clon 30.35.2D12 (HVR-H1 es la SEC ID N° 1; HVR-H2 es la
SEC ID N¢ 5; HVR-H3 es la SEC ID N° 7; HVR-L1 es la SEC ID N2 9; HVR-L2 es la SEC ID N2 11; HVR-L3 es la
SEC ID N2 16); y clon 30.35.2D13 (HVR-H1 es la SEC ID N? 1; HVR-H2 es la SEC ID N¢ 6; HVR-H3 es la SEC ID
N¢ 7; HVR-L1 es la SEC ID N? 9; HVR-L2 es la SEC ID N® 11; HVR-L3 es la SEC ID N® 17). Las posiciones de
aminodcido estan numeradas de acuerdo con el sistema de numeracion de Kabat como se describe a
continuacion.

Las FIGURAS 2A y 2B y 3 representan secuencias flanqueantes consenso humanas aceptoras ejemplares para
su uso en la préactica de la presente invencién con los siguientes identificadores de secuencia:

Regiones flanqueantes consenso de cadena pesada variable (VH) (FIG. 2A y 2B)

flanqueante consenso humana VH subgrupo | menos CDR de Kabat (SEC ID N° 19)

flanqueante consenso humana VH subgrupo | menos regiones hipervariables ampliadas (SEC ID N? 20-22)
flanqueante consenso humana VH subgrupo Il menos CDR de Kabat (SEC ID N 23)

flanqueante consenso humana VH subgrupo Il menos regiones hipervariables ampliadas (SEC ID N° 24-26)
flanqueante consenso humana VH subgrupo Il menos CDR de Kabat (SEC ID N° 27)

flanqueante consenso humana VH subgrupo Il menos regiones hipervariables ampliadas (SEC ID N° 28-30)
flanqueante aceptora humana VH menos CDR de Kabat (SEC ID N° 31)

flanqueante aceptora humana VH menos regiones hipervariables ampliadas (SEC ID N 32-33)

flanqueante 2 aceptora humana VH human menos CDR de Kabat (SEC ID N° 34)

flanqueante 2 aceptora humana VH human menos regiones hipervariables ampliadas (SEC ID N¢ 35-37)
Regiones flanqueantes consenso de cadena ligera variable (VL) (FIG. 3)

flanqueante consenso humana VL kappa subgrupo | (SEC ID N° 38)

flanqueante consenso humana VL kappa subgrupo Il (SEC ID N¢ 39)
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flanqueante consenso humana VL kappa subgrupo IIl (SEC ID N° 40)
flanqueante consenso humana VL kappa subgrupo IV (SEC ID N 41)

La FIGURA 4 representa secuencias de region flanqueante de cadenas ligera y pesada de huMAb4D5-8. Los
numeros en superindice/negrita indican posiciones de aminoacido de acuerdo con Kabat.

La FIGURA 5 representan secuencias modificadas/variantes de regién flanqueante de cadenas ligera y pesada
de huMAb4D5-8. Los nimeros en superindice/negrita indican posiciones de aminoacido de acuerdo con Kabat.
La FIGURA 6 representa regiones variables de cadena pesada y regiones variables de cadena ligera de los
clones de anticuerpo 30.35, 30.35.1D2, 30.35.2D8, 30.35.2D12, y 20.25.2D13.

FIGURA 7: Un anticuerpo monoclonal anti-EphB4 bloqueo la sefializacion del receptor EphB4 en un ensayo
basado en células.

Descripcion detallada de la invencion

La invencién de este documento proporciona anticuerpos anti-EphB4, que son Utiles para, por ejemplo, el
tratamiento o prevencién de patologias asociadas con la expresion y/o actividad de EphB4, tal como expresién y/o
actividad aumentada o expresion y/o actividad indeseada. En algunas realizaciones, los anticuerpos de la invencion
se usan para tratar un tumor, un cancer, y/o un trastorno proliferativo celular.

En otro aspecto, los anticuerpos anti-EphB4 de la invencion encuentran utilidad como reactivos para la deteccion y/o
aislamiento de EphB4, tal como la deteccion de EphB4 en diversos tejidos y tipos celulares.

La invencién proporciona adicionalmente métodos para preparar anticuerpos anti-EphB4, y polinucleétidos que
codifican anticuerpos anti-EphB4.

Técnicas generales

Las técnicas y procedimientos descritos o remitidos en este documento son generalmente bien comprendidos y
habitualmente empleados usando metodologia convencional por los especialistas en la técnica, tales como, por
ejemplo, las metodologias ampliamente utilizadas descritas en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual 32 edicion (2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. CURRENT PROTOCOLS
IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M. Ausubel, et al. eds., (2003)); la serie METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic
Press, Inc.): PCR 2: A PRACTICAL APPROACH (M. J. MacPherson, B. D. Hames y G. R. Taylor eds. (1995)),
Harlow y Lane, eds. (1988) ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, y ANIMAL CELL CULTURE (R. I. Freshney,
ed. (1987)).

Definiciones

Un anticuerpo "aislado" es uno que se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de su entorno
natural. Los componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que impedirian los usos de
diagndstico o terapéuticos para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas, y otros solitos proteicos o no
proteicos. En realizaciones preferidas, el anticuerpo se purificara (1) a mas del 95 % en peso de anticuerpo como se
determina por el método de Lowry, y mucho mas preferiblemente mas del 99 % en peso, (2) hasta un grado
suficiente para obtener al menos 15 restos de secuencia de aminodcidos N-terminales o internos mediante el uso de
un secuenciador de cubeta giratoria, o (3) hasta homogeneidad por SDS-PAGE en condiciones reductoras o no
reductoras usando azul de Coomassie o, preferiblemente, tincion con plata. El anticuerpo aislado incluye el
anticuerpo in situ dentro de células recombinantes ya que al menos un componente del entorno natural del
anticuerpo no estara presente. Habitualmente, sin embargo, el anticuerpo aislado se preparara mediante al menos
una etapa de purificacion.

Una molécula de &cido nucleico "aislada" es una molécula de acido nucleico que se identifica y separa de al menos
una molécula de acido nucleico contaminante con la que esta habitualmente asociada en la fuente natural del acido
nucleico de anticuerpo. Una molécula de acido nucleico aislada es diferente en la forma o entorno en que se
encuentra en la naturaleza. Las moléculas de acido nucleico aisladas, por lo tanto, se distinguen de la molécula de
acido nucleico que existe en células naturales. Sin embargo, una molécula de acido nucleico aislada incluye una
molécula de &cido nucleico contenida en células que expresan habitualmente el anticuerpo donde, por ejemplo, la
molécula de acido nucleico esta en una localizacién cromosdomica diferente de la de células naturales.

La expresién "numeracion de restos del dominio variable como en Kabat" o "numeracién de posiciones de
aminoacido como en Kabat", y variaciones de la misma, se refiere al sistema de numeracion usado para los
dominios variables de cadena pesada o los dominios variables de cadena ligera de la compilacion de anticuerpos en
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD. (1991). Usando este sistema de numeracién, la secuencia de aminoacidos lineal real puede
contener menos aminoacidos o aminoacidos adicionales correspondientes a un acortamiento de, o insercion en, una
FR o CDR del dominio variable. Por ejemplo, un dominio variable de cadena pesada puede incluir un inserto de un
Unico aminoacido (resto 52a de acuerdo con Kabat) después del resto 52 de H2 y restos insertados (por ejemplo,
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restos 82a, 82b, y 82c, etc. de acuerdo con Kabat) después del resto 82 de la FR de cadena pesada. La numeracion
de Kabat de restos puede determinarse para un anticuerpo dado mediante alineacién en regiones de homologia de
la secuencia del anticuerpo con una secuencia numerada de Kabat "patron”.

La expresion "sustancialmente similar" o "sustancialmente igual", como se usa en este documento, se refiere a un
grado suficientemente elevado de similitud entre dos valores numéricos (generalmente uno asociado con un
anticuerpo de la invencion y el otro asociado con un anticuerpo de referencia/comparador) de modo que un
especialista en la técnica consideraria que la diferencia entre los dos valores es de poca o ninguna importancia
biol6gica y/o estadistica dentro del contexto de la caracteristica biolégica medida por dichos valores (por ejemplo,
valores de Kd). La diferencia entre dichos dos valores es preferiblemente menor de aproximadamente el 50 %,
preferiblemente menor de aproximadamente el 40 %, preferiblemente menor de aproximadamente el 30 %,
preferiblemente menor de aproximadamente el 20 %, preferiblemente menor de aproximadamente el 10 % como una
funcion del valor para el anticuerpo de referencia/comparador.

"Afinidad de unién" generalmente se refiere a la fuerza de la suma total de interacciones no covalentes entre un
Unico sitio de uniéon de una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) y su companero de unién (por ejemplo, un
antigeno). Salvo que se indique de otro modo, como se usa en este documento, "afinidad de unién" se refiere a
afinidad de unioén intrinseca que refleja una interaccion 1:1 entre miembros de un par de unién (por ejemplo,
anticuerpo y antigeno). La afinidad de una molécula X por su companero Y puede representarse generalmente por la
constante de disociacion (Kd). La afinidad puede medirse por métodos comunes conocidos en la técnica, incluyendo
aquellos descritos en este documento. Los anticuerpos de baja afinidad generalmente se unen al antigeno
lentamente y tienden a disociarse facilmente, mientras que los anticuerpos de alta afinidad generalmente se unen al
antigeno mas rapido y tienden a permanecer unidos mas tiempo. Se conoce en la técnica diversos métodos para
medir la afinidad de unién, cualquiera de los cuales puede usarse para los propédsitos de la presente invencion. A
continuacion se describen realizaciones ilustrativas especificas.

En una realizacién, la "Kd" o "valor de Kd" de acuerdo con esta invencion se mide mediante un ensayo de union de
antigeno radiomarcado (RIA) realizado con la versién Fab de un anticuerpo de interés y su antigeno como se
describe por el siguiente ensayo que mide la afinidad de unién en soluciéon de Fab por antigeno equilibrando Fab con
una concentracién minima de antigeno marcado ('?l) en presencia de una serie de titulacion de antigeno no
marcado, después capturando el antigeno unido con una placa recubierta con anticuerpo anti-Fab (Chen, et al.,
(1999) J. Mol Biol 293:865-881). Para establecer las condiciones para el ensayo, se recubren placas de
microtitulacion (Dynex) durante una noche con 5 ug/ml de un anticuerpo de captura anti-Fab (Cappel Labs) en
carbonato sédico 50 mM (pH 9,6), y posteriormente se bloquean con albumina sérica bovina al 2 % (p/v) en PBS
durante dos a cinco horas a temperatura ambiente (aproximadamente 23 °C). En una placa no adsorbante (Nunc n®
269620), se mezcla [125I]-ant|’geno 100 pM o 26 pM con diluciones en serie de un Fab de interés (por ejemplo,
coherente con la evaluacién de un anticuerpo anti-VEGF, Fab-12, en Presta et al., (1997) Cancer Res. 57:4593-
4599). El Fab de interés después se incuba durante una noche; sin embargo, la incubacion puede continuar durante
un periodo mas largo (por ejemplo, 65 horas) para asegurar que se alcanza el equilibrio. Por lo tanto, las mezclas se
transfieren a la placa de captura para su incubaciéon a temperatura ambiente (por ejemplo, durante una hora). La
solucién después se retira y la placa se lava ocho veces con Tween-20 al 0,1 % en PBS. Cuando las placas se han
secado, se anaden 150 ul/pocillo de agente de centello (MicroScint-20; Packard), y las placas se cuentan en un
contado gamma Topcount (Packard) durante diez minutos. Las concentraciones de cada Fab que dan lugar a menos
de o igual al 20 % de la unién maxima se eligen para su uso en ensayos de union competitiva. De acuerdo con otra
realizacién la Kd o el valor de Kd se mide usando ensayos de resonancia de plasmoén superficial usando un
BlAcore™-2000 o un BIAcore™-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25 °C con chips CM5 de antigeno
inmovilizado a ~10 unidades de respuesta (RU). En resumen, se activan chips biosensores de dextrano
carboximetilado (CM5, BlAcore Inc.) con clorhidrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) y N-
hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. El antigeno se diluye con acetato sédico
10 mM, pH 4,8, en 5 ug/ml (~0,2 uM) antes de la inyeccién a un caudal de 5 ul/minuto para conseguir
aproximadamente 10 unidades de respuesta (RU) de proteina acoplada. Después de la inyeccion del antigeno, se
inyecta etanolamina 1 M para bloquear los grupos sin reaccionar. Para mediciones de cinética, se inyectan
diluciones en serie de factor dos de Fab (0,78 nM a 500 nM) en PBS con Tween 20 al 0,05 % (PBST) a 25 °C a un
caudal de aproximadamente 25 ul/min. Las tasas de asociacion (kon) y las tasas de disociacién (ko) se calculan
usando un modelo simple de unién uno-a-uno de Langmuir (BIAcore Evaluation Software version 3.2) por ajuste
simultaneo del sensograma de asociacion y disociacion. La constante de disociacion en equilibrio (Kd) se calculo
como la proporcion Kesi/kon. Véase, por ejemplo, Chen, Y., et al., (1999) J. Mol Biol 293:865-881. Si la tasa de
asociacion excede 10° M S™ por el ensayo de resonancia de plasmon superficial anterior, entonces la tasa de
asociacion puede determinarse usando una técnica de inactivacion fluorescente que mide el aumento o disminucién
en la intensidad de emision de fluorescencia (excitacion = 295 nm; emision = 340 nm, paso banda de 16 nm) a 25 °C
de un anticuerpo anti-antigeno 20 nM (forma Fab) en PBS, pH 7,2, en presencia de concentraciones crecientes de
antigeno medidas en un espectrometro, tal como un espectrofotometro equipado con un flujo discontinuo (Aviv
Instruments) o un espectrofotdmetro 8000-series SLM-Aminco (ThermoSpectronic) con una cubeta agitada.

Una "tasa de asociacién" o "kon" de acuerdo con esta invencion también puede determinarse con la misma técnica
de resonancia de plasmén superficial descrita anteriormente usando un BlAcore™-2000 o un BlAcore™-3000
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(BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25 °C con chips CM5 de antigeno inmovilizado a ~10 unidades de respuesta (RU).
En resumen, se activan chips biosensores de dextrano carboximetilado (CM5, BlAcore Inc.) con clorhidrato de N-etil-
N'-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. El antigeno se diluye con acetato sédico 10 mM, pH 4,8, en 5ug/ml (~0,2 uM) antes de la inyeccion a un
caudal de 5 ul/minuto para conseguir aproximadamente 10 unidades de respuesta (RU) de proteina acoplada.
Después de la inyecciéon de antigeno, se inyecta etanolamina 1 M para bloquear los grupos sin reaccionar. Para
mediciones de cinética, se inyectan diluciones en serie de factor dos de Fab (0,78 nM a 500 nM) en PBS con Tween
20 al 0,05 % (PBST) a 25 °C a un caudal de aproximadamente 25 ul/min. Las tasas de asociacion (kon) y las tasas
de disociacion (keif) se calculan usando un modelo simple de unién uno-a-uno de Langmuir (BlAcore Evaluation
Software version 3.2) por ajuste simultaneo del sensograma de asociacion y disociacién. La constante de disociacion
en equilibrio (Kd) se calcula como la proporcion ke'kon. Véase, por ejemplo, Chen, Y., et al., (1999) J. Mol Biol
293:865-881. Sin embargo, si la tasa de asociacion excede 10°M' S por el ensayo de resonancia de plasmon
superficial anterior, entonces la tasa de asociacion se determina preferiblemente usando una técnica de inactivacion
fluorescente que mide el aumento o disminucién en la intensidad de emisién de fluorescencia (excitacion = 295 nm;
emision = 340 nm, paso banda de 16 nm) a 25 °C de un anticuerpo anti-antigeno 20 nM (forma Fab) en PBS, pH 7,2,
en presencia de concentraciones crecientes de antigeno medidas en un espectrometro, tal como un
espectrofotometro equipado con flujo discontinuo (Aviv Instruments) o un espectrofotdémetro 8000-series SLM-
Aminco (ThermoSpectronic) con una cubeta agitada.

El término "vector", como se usa en este documento, pretende hacer referencia a una molécula de acido nucleico
capaz de transportar otro acido nucleico al cual se ha unido. Un tipo de vector es un "plasmido"”, que se refiere a un
bucle de ADN bicatenario circular en que pueden ligarse segmentos adicionales de ADN. Otro tipo de vector es un
vector fagico. Otro tipo de vector es un vector viral, donde los segmentos adicionales de ADN pueden ligarse en el
genoma viral. Ciertos vectores tienen capacidad de replicacion autbnoma en una célula hospedadora en que se han
introducido (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de replicacién bacteriano y vectores episodicos
de mamifero). Otros vectores (por ejemplo, vectores no episddicos de mamifero) puede integrarse en el genoma de
una célula hospedadora tras su introduccion en la célula hospedadora, y de este modo se replican junto con el
genoma hospedador. Ademas, ciertos vectores son capaces de dirigir la expresién de genes a los cuales estan
unidos de forma funcional. Dichos vectores se mencionan en este documento como "vectores recombinantes de
expresion” (o simplemente, "vectores recombinantes"). En general, los vectores de expresién de utilidad en técnicas
de ADN recombinante a menudo estan en forma de plasmidos. En la presente memoria descriptiva, "plasmido" y
"vector" pueden usarse de forma intercambiable ya que el plasmido es la forma mas habitualmente usada de vector.

"Polinucleétido” o "acido nucleico" usados de forma intercambiable en este documento, se refieren a polimeros de
nucleétidos de cualquier longitud, e incluyen ADN y ARN. Los nucleétidos pueden ser desoxirribonucle6tidos,
ribonucleétidos, nucleétidos o bases modificados, y/o sus analogos, o cualquier sustrato que pueda incorporarse en
un polimero por ADN o ARN polimerasa, o mediante una reaccion sintética. Un polinucleétido puede comprender
nucleétidos modificados, tales como nucleétidos metilados y sus analogos. Si esta presente, la modificacion a la
estructura nucleotidica puede conferirse antes o después del ensamblaje del polimero. La secuencia de nucleétidos
puede interrumpirse por componentes no nucleotidicos. Un polinucleétido puede modificarse adicionalmente
después de la sintesis, tal como por conjugaciéon con un marcador. Otros tipos de modificaciones incluyen, por
ejemplo, "capuchas", sustitucién de uno o mas de los nucleétidos de origen natural con un analogo, modificaciones
internucledtido tales como, por ejemplo, aquellas con enlaces no cargados (por ejemplo, metil fosfonatos,
fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos, etc.) y con enlaces cargados (por ejemplo, fosforotioatos,
fosforoditioatos, etc.), aquellos que contienen restos colgantes, tales como, por ejemplo, proteinas (por ejemplo,
nucleasas, toxinas, anticuerpos, péptidos sefal, poli-L-lisina, etc.), aquellos con intercalantes (por ejemplo, acridina,
psoraleno, etc.), aquellos que contienen quelantes (por ejemplo, metales, metales radiactivos, boro, metales
oxidativos, etc.), aquellos que contienen alquilantes, aquellos con enlaces modificados (por ejemplo, acidos
nucleicos alfa anoméricos, etc.), asi como formas no modificadas del o los polinucleétidos. Ademas, cualquiera de
los grupos hidroxilo habitualmente presentes en los azlcares puede remplazarse, por ejemplo, por grupos fosfonato,
grupos fosfato, protegerse por grupos protectores convencionales, o activarse para preparar enlaces adicionales a
nucleétidos adicionales, o pueden conjugarse con soporte sélidos o semi-solidos. El OH 5" y 3' terminal puede
fosforilarse o sustituirse con aminas o restos de grupos de encapsulado organicos de 1 a 20 atomos de carbono.
Otros hidroxilos también pueden derivatizarse a grupos protectores convencionales. Los polinucleétidos también
pueden contener formas analogas de azlcares ribosa o desoxirribosa que son generalmente conocidos en la técnica
incluyendo, por ejemplo, 2'-O-metil-, 2'-O-alilo, 2'-fluoro- o 2'-azido-ribosa, analogos de azucar carbociclico, azicares
alfa-anoméricos, azucares epiméricos tales como arabinosa, xilosas o lixosas, azlcares de piranosa, azlucares de
furanosa, sedoheptulosas, analogos aciclicos y analogos nucleosidicos basicos tales como metil ribdsido. Puede
remplazarse uno o mas enlaces fosfodiéster por grupos de unién alternativos. Estos grupos de union alternativos
incluyen, aunque sin limitacion, realizaciones donde el fosfato se remplaza por P(O)S("tioato"), P(S)S ("ditioato"),
"(O)NR:2 ("amidato"), P(O)R, P(O)OR', CO o CH, ("formacetal"), en que cada R o R' es independientemente H o
alquilo sustituido o no sustituido (1-20 C) que contiene opcionalmente un enlace éter (-O-), arilo, alquenilo,
cicloalquilo, cicloalquenilo o araldilo. No todos los enlaces en un polinucleétido tienen que ser idénticos. La
descripcion precedente se aplica a todos los polinucleétidos mencionados en este documento, incluyendo ARN y
ADN.
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"Oligonucle6tido”, como se usa en este documento, generalmente se refiere a polinucleétidos cortos, generalmente
monocatenarios, generalmente sintéticos que son generalmente, pero no necesariamente, de menos de
aproximadamente 200 nucleétidos de longitud. Las expresiones "oligonucleétido" y "polinucleétido” no son
mutuamente exclusivas. La descripcion anterior para polinucledtidos es igual y completamente aplicable a
oligonucleotidos.

"Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminodacidos" con respecto a una secuencia peptidica o polipeptidica
se define como el porcentaje de restos de amino&cido en una secuencia candidata que son idénticos a los restos de
aminoacido en la secuencia peptidica o polipeptidica especifica, después de alinear las secuencias e introducir
huecos, si fuera necesario, para conseguir el maximo porcentaje de identidad de secuencia, y sin considerar ninguna
sustitucion conservativa como parte de la identidad de secuencia. La alineacién con el propoésito de determina el
porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos puede conseguirse de diversos modos que pertenecen a las
habilidades de la técnica, por ejemplo, usando software informatico disponible al publico tal como software BLAST,
BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los especialistas en la técnica pueden determinar parametros apropiados
para medir la alineacién, incluyendo cualquier algoritmo necesario para conseguir la alineacién maxima sobre la
longitud completa de las secuencias que se estan comparando. Para los propdsitos de este documento, sin
embargo, los valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos se generan usando el programa informatico
de comparacion de secuencia ALIGN-2, donde el cédigo fuente completo para el programa ALIGN-2 se proporciona
en la Tabla A a continuacion. El programa informatico de comparacién de secuencias ALIGN-2 fue creado por
Genentech, Inc. y el codigo fuente mostrado en la Tabla A a continuacién se ha presentado con documentacion de
usuario en la U.S. Copiright Office, Washington D.C., 20559, donde esta registrado con el N? U.S. Copiright
Registration TXU510087. El programa ALIGN-2 esta disponible al publico a través de Genentech, Inc., South San
Francisco, California. El programa ALIGN-2 debe compilarse para su uso en un sistema operativo UNIX,
preferiblemente UNIX V4.0D digital. Todos los parametros de comparacion de secuencia se configuran por el
programa ALIGN-2 y no varian.

En situaciones en las que se emplea ALIGN-2 para comparaciones de secuencia de aminoacidos, el % de identidad
de secuencia de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos dada A a, con, o frente a una secuencia de
aminoacidos dada B (que puede expresarse, como alternativa, como una secuencia de aminoacidos dada A que
tiene o comprende un cierto % de identidad de secuencia de aminoacidos a, con, o frente a una secuencia de
aminoacidos dada B) se calcula del siguiente modo:

100 veces la fraccion X/Y

donde X es la cantidad de restos de aminoacido valorados como coincidencias idénticas por el programa de
alineacion de secuencias ALIGN-2 en esa alineacion del programa de Ay B, y donde Y es la cantidad total de restos
de aminoéacido en B. Se apreciara que cuando la longitud de la secuencia de aminoacidos A no es igual a la longitud
de la secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de A a B no sera igual al % de
identidad de secuencia de aminoacidos de B a A.

Salvo que se indique especificamente de otro modo, todos los valores de % de identidad de secuencia de
aminoacidos usados en este documento se obtienen como se describe en el parrafo inmediatamente precedentes
usando el programa informatico ALIGN-2.

El término "EphB4" (llamado de forma intercambiable "EphB4R"), como se usa en este documento se refiere, salvo
que se indique especifica o contextualmente de otro modo, a cualquier polipéptido EphB4 nativo o variante (ya sea
nativo o sintético). La expresion "secuencia nativa" abarca especificamente formas truncadas o secretadas de origen
natural (por ejemplo, una secuencia de dominio extracelular), formas variantes de origen natural (por ejemplo,
formas de corte y ayuste alternativo) y variantes alélicas de origen natural. La expresion "EphB4 de tipo silvestre”
generalmente se refiere a un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de una proteina EphB4 de
origen natural. La expresion "secuencia de EphB4 de tipo silvestre" generalmente se refiere a una secuencia de
aminoacidos hallada en un EphB4 de origen natural.

Los términos "anticuerpo" e "inmunoglobulina” se usan de forma intercambiable en el sentido mas amplio e incluyen
anticuerpos monoclonales (para, por ejemplo, anticuerpos monoclonal de longitud completa o intactos), anticuerpos
policlonales, anticuerpos multivalentes, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos siempre
que muestren la actividad biolégica deseada) y también puede incluir ciertos fragmentos de anticuerpo (como se
describe en mayor detalle en este documento). Un anticuerpo puede ser humano, humanizado y/o de afinidad
madurada.

El término "variable" se refiere al hecho de que ciertas partes de los dominios variables difieren extensivamente en
secuencia entre anticuerpos y se usan en la union y especificidad de cada anticuerpo particular por su antigeno
particular. Sin embargo, la variabilidad no esta distribuida de forma uniforme en todos los dominios variables de los
anticuerpos. Se concentra en tres segmentos llamados regiones determinantes de complementariedad (CDR) o
regiones hipervariables en los dominios variables tanto de cadena ligera como de cadena pesada. Las partes mas
altamente conservadas de los dominios variables se llaman flanqueantes (FR). Los dominios variables de las
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cadenas pesada y ligera nativas comprenden cada uno cuatro regiones FR, que adoptan en gran medida una
configuracién de lamina B, conectada por tres CDR, que forman bucles que conectan, y en algunos casos forman
parte de la estructura de lamina B. Las CDR en cada cadena se mantienen juntas en cerca proximidad por las
regiones FR vy, con las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de unién a antigeno de los
anticuerpos (véase Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicion, National Institute
of Health, Bethesda, MD (1991)). Los dominios constantes no estan implicados directamente en la unién de un
anticuerpo a un antigeno, pero muestran diversas funciones efectoras, tales como participacién del anticuerpo en la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.

La digestién con papaina de anticuerpos produce dos fragmentos idénticos de unién a antigeno, llamados
fragmentos "Fab", cada uno con un Unico sitio de unién a antigeno, y un fragmento "Fc" residual, cuyo nombre refleja
su capacidad de cristalizar facilmente. El tratamiento con pepsina produce un fragmento F(ab'). que tiene dos sitios
de combinacion de antigeno y aun es capaz de entrecruzar antigeno.

"Fv" es el fragmento minimo de anticuerpo que contiene un sitio completo de reconocimiento y unién a antigeno. En
una especie Fv de dos cadenas, esta regidén consiste en un dimero de un dominio variable de cadena pesada y uno
de cadena ligera en firme asociacién no covalente. En una especie Fv de cadena sencilla, un dominio variable de
cadena pesada y uno de cadena ligera pueden estar unidos covalentemente por un enlazador peptidico flexible de
modo que las cadenas ligera y pesada puedan asociarse en una estructura "dimérica" analoga a la de una especie
Fv de dos cadenas. Es en esta configuracion que las tres CDR de cada dominio variable interaccionan para definir
un sitio de unioén a antigeno sobre la superficie de un dimero VH-VL. De forma colectiva, las seis CDR confieren
especificidad de unién a antigeno al anticuerpo. Sin embargo, incluso un Unico dominio variable (o la mitad de un Fv
que comprende solamente tres CDR especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse al
antigeno, aunque a una afinidad inferior que el sitio de unién completo.

El fragmento Fab también contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1) de
la cadena pesada. Los fragmentos Fab' difieren de los fragmentos Fab mediante la adicion de unos pocos restos en
el extremo carboxi terminal del dominio CH1 de cadena pesada incluyendo una o més cisteinas de la region bisagra
del anticuerpo. Fab'-SH es la denominacién en este documento para Fab' en que el resto o restos de cisteina de los
dominios constantes albergan un grupo tiol libre. Los fragmentos F(ab'). de los anticuerpos originalmente se
produjeron como pares de fragmentos Fab' que tienen cisteinas de bisagra entre ellos. También se conocen otros
acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpo.

Las "cadenas ligeras" de anticuerpos (inmunoglobulinas) de cualquier especie vertebrada pueden asignarse a uno
de dos tipos claramente distintos, llamados kappa (k) y lambda (X), basandose en las secuencias de aminoacidos de
sus dominios constantes.

Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, las inmunoglobulinas
pueden asignarse a diferentes clases. Hay cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, 1gG, e IgM, y
varias de éstas pueden dividirse adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, 1gG2, IgGs, 1gG4, IgA1, €
IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se
llaman o, 9J, €, v, y W, respectivamente. Las estructuras de subunidad y las configuraciones tridimensionales de
diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas.

Los "fragmentos de anticuerpo” comprenden solamente una parte de un anticuerpo intacto, donde la parte
preferiblemente retiene al menos una, preferiblemente la mayoria o todas, las funciones normalmente asociadas con
esa parte cuando esta presente en un anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos
Fab, Fab', F(ab")2, y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo de cadena sencilla; y anticuerpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo. En una realizacién, un fragmento de anticuerpo
comprende un sitio de unién a antigeno del anticuerpo intacto y por tanto retiene la capacidad de unirse al antigeno.
En otra realizacién, un fragmento de anticuerpo, por ejemplo uno que comprende la region Fc, retiene al menos una
de las funciones biolégicas normalmente asociadas con la regiéon Fc cuando esta presente en un anticuerpo intacto,
tal como unién a FcRn, modulacién de la vida media del anticuerpo, funcion ADCC y union al complemento. En una
realizacién, un fragmento de anticuerpo es un anticuerpo monovalente que tiene una vida media in vivo
sustancialmente similar a un anticuerpo intacto. Por ejemplo, dicho fragmento de anticuerpo puede comprender un
brazo de unién a antigeno unido a una secuencia Fc capaz de conferir estabilidad in vivo al fragmento.

La expresion "region hipervariable”, "HVR", o "HV", cuando se usa en este documento se refiere a las regiones de un
dominio variable de anticuerpo que son hipervariable en secuencia y/o forman bucles estructuralmente definidos.
Generalmente, los anticuerpos comprenden seis regiones hipervariables; tres en la VH (H1, H2, H3), y tres en la VL
(L1, L2, L3). Estan en uso varias delineaciones de regién hipervariable y se abarcan en este documento. Las
regiones determinantes de complementariedad de Kabat (CDR) se basan en la variabilidad de secuencia y son las
mas habitualmente usadas (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)). Chotia en su lugar se refiere a la localizacién de los
bucles estructurales (Chotia y Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). Las regiones hipervariables de AbM
representan un compromiso entre la CDR de Kabat y los bucles estructurales de Chotia, y se usan por el software de
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modelado de anticuerpos AbM de Oxford Molecular. Las regiones hipervariables de "contacto" se basan en el
andlisis de las estructuras cristalinas complejas disponibles. Los restos de cada una de estas regiones hipervariables
se indican a continuacion.

Bucle Kabat AbM Chotia Contacto

L1 L24-L.34 L24-1.34 L26-L32 L30-L36

L2 L50-L56 L50-L56 L50-L52 L46-L55

L3 L89-L97 L89-L97 L91-L96 L89-L96

H1 H31-H35B  H26-H35B  H26-H32 H30-H35B
(numeracién de Kabat)

H1 H31-H35 H26-H35 H26-H32 H30-H35
(numeracion de Chotia)

H2 H50-H65 H50-H58 H53-H55 H47-H58

H3 H95-H102  H95-H102  H96-H101 H93-H101

Las regiones hipervariables pueden comprender "regiones hipervariables ampliadas” del siguiente modo: 24-36 o 24-
34 (L1), 46-56 o0 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en la VL y 26-35 (H1), 50-65 0 49-65 (H2) y 93-102, 94-102 0 95-102 (H3)
en la VH. Los restos del dominio variable se numeran de acuerdo con Kabat et al., supra para cada una de estas
definiciones.

Los restos "flanqueantes" o "FR" son aquellos restos del dominio variable diferentes a los restos de la region
hipervariable como se define en este documento.

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos quiméricos que
contiene secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos
humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en que los restos de una region hipervariable del
receptor estan remplazados por restos de una region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante)
tal como ratdn, rata, conejo o primate no humano que tiene la especificidad, afinidad, y capacidad deseadas. En
algunos casos, los restos de la region flanqueante (FR) de la inmunoglobulina humana se remplazan por restos no
humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender restos que no se
encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se hacen para refinar
adicionalmente el funcionamiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera
sustancialmente todo de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en que todos o sustancialmente
todos los bucles hipervariables corresponden a aquellos de una inmunoglobulina no humana y todas o
sustancialmente todas las FR son aquellas de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo
humanizado opcionalmente también comprendera al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina
(Fc), normalmente la de una inmunoglobulina humana. Para detalles adicionales, véase Jones et al., Nature
321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596
(1992). Véanse también los siguientes articulos de revisién y referencias citadas en esos documentos: Vaswani y
Hamilton, Ann. Allergy, Asthma & Immunol. 1:105-115 (1998); Harris, Biochem. Soc. Transactions 23:1035-1038
(1995); Hurle y Gross, Curr. Op. Biotech. 5:428-433 (1994).

Los anticuerpos "quiméricos" (inmunoglobulinas) tienen una parte de la cadena pesada y/o ligera idéntica a u
homologa a secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenece a una
clase o subclase particular de anticuerpo, mientras que el resto de la cadena o cadenas es idéntico a u homologo a
secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de otra especie 0 que pertenece a otra clase o subclase de
anticuerpo, asi como fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que muestran la actividad biolégica deseada
(patente de Estados Unidos N° 4.816.567; y Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)).
Anticuerpo humanizado como se usa en este documento es un subconjunto de anticuerpos quiméricos.

Los fragmentos de anticuerpo "Fv de cadena sencilla” o "scFv" comprenden los dominios VH y VL de anticuerpo,
donde estos dominios estan presentes en una Unica cadena polipeptidica. Generalmente, el polipéptido scFv
comprende adicionalmente un enlazador polipeptidico entre los dominios VH y VL que posibilita que el scFv forme la
estructura deseada para la unién al antigeno. Para una revision de scFv véase Pluckthun, en The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, pag. 269-315 (1994).

Un "antigeno” es un antigeno predeterminado al cual un anticuerpo puede unirse selectivamente. El antigeno diana
puede ser un polipéptido, carbohidrato, &cido nucleico, lipido, hapteno u otro compuesto de origen natural o sintético.
Preferiblemente, el antigeno diana es un polipéptido.

El término "diacuerpos" se refiere a pequefos fragmentos de anticuerpo con dos sitios de unién a antigeno,
comprendiendo dichos fragmentos un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de
cadena ligera (VL) en la misma cadena polipeptidica (VH - VL). Usando un enlazador que sea demasiado corto para
permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, se fuerza a los dominios a emparejarse con
los dominios complementarios de otra cadena y a crear dos sitios de unién a antigeno. Los diacuerpos se describen
mas completamente en, por ejemplo, el documento EP 404.097; documento WO 93/11161; y Hollinger et al., Proc.
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Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993).

Un "anticuerpo humano" es uno que posee una secuencia de aminoacidos que corresponde a la de un anticuerpo
producido por un ser humano y/o se ha preparado usando cualquiera de las técnicas para preparar anticuerpos
humanos como se describe en este documento. Esta definicién de un anticuerpo humano excluye especificamente
un anticuerpo humanizado que comprende restos no humanos de unién a antigeno.

Un anticuerpo de "afinidad madurada” es uno con una o mas alteraciones en una o mas CDR del mismo que
provocan una mejora en la afinidad del anticuerpo por el antigeno, en comparacién con un anticuerpo precursor que
no posee esa o esas alteraciones. Los anticuerpos de afinidad madurada preferidos tendran afinidades nanomolares
o incluso picomolares por el antigeno diana. Los anticuerpos de afinidad madurada se producen mediante
procedimientos conocidos en la técnica. Marks et al. Bio/Technology 10:779-783 (1992) describe la maduracién de
afinidad por redistribucién del dominio VH y VL. La mutagénesis aleatoria de CDR y/o restos flanqueantes se
describe por: Barbas et al. Proc Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-3813 (1994); Schier et al. Gene 169:147-155 (1995);
Yelton et al. J. Immunol. 155:1994-2004 (1995); Jackson et al., J. Immunol. 154(7):3310-9 (1995); y Hawkins et al, J.
Mol. Biol. 226:889-896 (1992).

Las "funciones efectoras" del anticuerpo se refieren a aquellas actividades bioldégicas que se pueden atribuir a la
region Fc (una region Fc de secuencia nativa o regién Fc de secuencia de aminoacidos variante) de un anticuerpo, y
varian con el isotipo de anticuerpo. Ejemplos de funciones efectoras de anticuerpos incluyen: union a Ciq y
citotoxicidad dependiente del complemento; unién al receptor Fc; citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpos (ADCC); fagocitosis; regulacion negativa de receptores de superficie celular (por ejemplo, receptor de
células B); y activacion de células B.

La "citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos" o "ADCC" se refiere a una forma de citotoxicidad
en que lg secretadas unidas a receptores Fc (FCR) presentes en ciertas células citotoxicas (por ejemplo, linfocitos
citoliticos naturales (NK), neutréfilos, y macrofagos) posibilitan que estas células efectoras citotdxicas se unan
especificamente a una célula diana que alberga antigeno y posteriormente eliminen la célula diana con citotoxinas.
Los anticuerpos "dotan” a las células citotoxicas y son absolutamente necesarias para dicha eliminacion. Las células
primarias para mediar la ADCC, las células NK, expresan FcyRIIl solamente, mientras que los monocitos expresan
FcyRI, FeyRIl'y FeyRIll. La expresion de FcR en células hematopoyéticas se resume en la Tabla 3 en la pagina 464
de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991). Para evaluar la actividad ADCC de una molécula de
interés, puede realizarse un ensayo in vitro de ADCC, tal como el descrito en la patente de Estados Unidos N°
5.500.362 0 5.821.337 o patente de Estados Unidos de Presta N° 6.737.056. Las células efectoras Utiles para dichos
ensayos incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y linfocitos citoliticos naturales (NK). Como
alternativa, o adicionalmente, la actividad ADCC de la molécula de interés puede evaluarse in vivo, por ejemplo, en
un modelo animal tal como el descrito en Clynes et al. PNAS (USA) 95:652-656 (1998).

Las células "efectoras humanas" son leucocitos que expresan uno o mas FcR y realizan funciones efectoras.
Preferiblemente, las células expresan al menos FcyRIll y realizan la funcién efectora ADCC. Ejemplos de leucocitos
humanos que median la ADCC incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC), linfocitos citoliticos
naturales (NK), monocitos, células T citotdxicas y neutrofilos; prefiriéndose las PBMC y las células NK. Las células
efectoras pueden aislares de una fuente nativa, por ejemplo de sangre.

"Receptor Fc" o "FcR" describe un receptor que se une a la regiéon Fc de un anticuerpo. El FcR preferido es un FcR
humano de secuencia nativa. Ademas, un FcR preferido es uno que se une a un anticuerpo IgG (un receptor
gamma) e incluye receptores de las subclases FcyRI, FcyRll, y FcyRIll, incluyendo variantes alélicas y como
alternativa formas de corte y ayuste de estos receptores. Los receptores FcyRIl incluyen FcyRIIA (un "receptor de
activacion") y FcyRIIB (un "receptor de inhibicion"), que tienen similares secuencias de aminoacidos que difieren
principalmente en los dominios citoplasmaticos de los mismos. El receptor activador FcyRIIA contiene un motivo de
activado basado en tirosina de inmunorreceptor (ITAM) en su dominio citoplasmatico. El receptor inhibidor FcyRIIB
contiene un motivo de inhibicion basado en tirosina de inmunorreceptor (ITIM) en su dominio citoplasmatico. (véase
la revision M. en Daéron, Annu. Rev. Immunol. 15:203-234 (1997)). Los FcR se revisan en Ravetch y Kinet, Annu.
Rev. Immunol 9:457-92 (1991); Capel et al., Immunomethods 4:25-34 (1994); y de Haas et al., J. Lab. Clin. Med.
126:330-41 (1995). Otros FcR, incluyendo aquellos a identificar en el futuro, se abarcan por el término "FcR" en este
documento. El término también incluye el receptor neonatal, FcRn, que es responsable de la transferencia de IgG
maternas al feto (Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim et al., J. Immunol. 24:249 (1994)) y regula la
homeostasis de inmunoglobulinas. El documento WO00/42072 (Presta) describe variantes de anticuerpo con union
mejorada o disminuida a FcR. Véase, también, Shields et al. J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001).

Los métodos para medir la uniéon a FcRn son conocidos (véase, por ejemplo, Ghetie 1997, Hinton 2004). La unién a
FcRn humano in vivo y la vida media en suero de polipéptidos de union de alta afinidad a FcRn humano pueden
ensayarse, por ejemplo, en ratones transgénicos o lineas celulares humanas transfectadas que expresan FcRn
humano, o en primates a los que se ha administrado los polipéptidos variantes Fc.
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"Citotoxicidad dependiente del complemento” o "CDC" se refiere a la lisis de una célula diana en presencia de
complemento. La activacion de la via clasica del complemento se inicia mediante la unién del primer componente del
sistema del complemento (C1q) a anticuerpos (de la subclase apropiada) que estan unidos a su antigeno afin. Para
evaluar la activacion del complemento, puede realizarse un ensayo de CDC, por ejemplo como se describe en
Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996).

Se describen variantes polipeptidicas con secuencias de aminoacidos alteradas de la region Fc y capacidad
aumentada o disminuida de uni6on a C1q en la patente de Estados Unidos N° 6.194.551B1 y el documento
WQ099/51642. Véase, también, |dusogie et al. J. Immunol. 164:4178-4184 (2000).

La expresién "polipéptido que comprende region Fc" se refiere a un polipéptido, tal como un anticuerpo o
inmunoadhesina (véanse las definiciones a continuacion), que comprende una region Fc. La lisina C-terminal (resto
447 de acuerdo con el sistema de numeracion EU) de la region Fc puede eliminarse, por ejemplo, durante la
purificacién del polipéptido o por ingenieria recombinante del acido nucleico que codifica el polipéptido. Por
consiguiente, una composiciéon que comprende un polipéptido que tiene una regién Fc de acuerdo con esta
invencion puede comprender polipéptidos con K447, con todas las K447 eliminadas, o una mezcla de polipéptidos
con y sin el resto K447.

Un anticuerpo "de bloqueo" o un anticuerpo "antagonista" es uno que inhibe o reduce la actividad biolégica del
antigeno al que se une. Los anticuerpos de bloqueo o anticuerpos antagonistas preferidos inhiben sustancial o
completamente la actividad biolégica del antigeno.

Un "anticuerpo agonista”, como se usa en este documento, es un anticuerpo que imita al menos una de las
actividades funcionales de un polipéptido de interés.

Una "region flanqueante humana aceptora” para los propésitos de este documento es una region flanqueante que
comprende la secuencia de aminoacidos de una region flanqueante VL o VH derivada de una region flanqueante de
inmunoglobulina humana, o de una regién flanqueante consenso humana. Una region flanqueante humana aceptora
"derivada de" una region flanqueante de inmunoglobulina humana o regiéon flanqueante consenso humana puede
comprender la misma secuencia de aminoacidos de la misma, o puede contener cambios pre-existentes en la
secuencia de aminodcidos. Cuando hay cambios pre-existentes en aminoacidos presentes, preferiblemente no mas
de 5 y preferiblemente 4 o menos, o 3 0 menos, cambios pre-existentes de aminoacidos estan presentes. Cuando
hay cambios pre-existentes de aminoacidos presentes en una VH, preferiblemente aquellos cambios son solamente
en tres, dos o una de las posiciones 71H, 73H y 78H; por ejemplo, los restos de amino&cido en esas posiciones
pueden ser 71A, 73T y/o 78A. En una realizacién, la regién flanqueante humana aceptora VL es idéntica en
secuencia a la secuencia flanqueante de inmunoglobulina humana VL o la secuencia flanqueante consenso humana.

Una "regién flanqueante consenso humana" es una region flanqueante que representa el resto de aminoacido mas
habitual en una seleccion de secuencias flanqueantes VL o VH de inmunoglobulina humana. Generalmente, la
seleccién de secuencias VL o VH de inmunoglobulina humana es de un subgrupo de secuencias de dominio
variable. Generalmente, el subgrupo de secuencias es un subgrupo como en Kabat et al. En una realizacion, para la
VL, el subgrupo es el subgrupo kappa | como en Kabat et al. En una realizacién, para la VH, el subgrupo es el
subgrupo Il como en Kabat et al.

Una "regién flanqueante consenso VH de subgrupo llI" comprende la secuencia consenso obtenida de las
secuencias de aminodcidos en el subgrupo lll de cadena pesada variable de Kabat et al. En una realizacion, la
secuencia de aminoacidos flanqueante consenso VH de subgrupo Il comprende al menos una parte o todo de cada
una de las siguientes secuencias: EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEC ID N¢ 42)-HI-WVRQAPGKGLEWYV
(SEC ID N? 43)-H2-RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC (SEC ID N 44)-H3-WGQGTLVTVSS (SEC ID N®
45).

Una "region flanqueante consenso VL de subgrupo I" comprende la secuencia consenso obtenida de las secuencias
de aminoé&cidos en el subgrupo | de cadena ligera kappa variable de Kabat et al. En una realizacién, la secuencia de
aminoacidos flanqueante consenso VH de subgrupo | comprende al menos una parte o todo de cada una de las
siguientes secuencias: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID N 46)-L1-WYQQKPGKAPKLLIY (SEC ID N¢ 47)-
L2-GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC ID N¢ 48)-L3-FGQGTKVEIK (SEC ID N° 49).

Un "trastorno” o "enfermedad" es cualquier afeccion que se beneficiaria del tratamiento con una sustancia/molécula
0 método de la invencidon. Esto incluye trastornos o enfermedades crénicas y agudas que incluyen aquellas
afecciones patolégicas que predisponen al mamifero al trastorno en cuestion. Ejemplos no limitantes de trastornos a
tratar en este documento incluyen tumores malignos y benignos; carcinoma, blastoma, y sarcoma.

Las expresiones "trastorno proliferativo celular" y "trastorno proliferativo" se refieren a trastornos que estan

asociados con algin grado de proliferacion celular anormal. En una realizacién, el trastorno proliferativo celular es
cancer.
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"Tumor", como se usa en este documento, se refiere a todo crecimiento o proliferacién celular neoplasica, ya sea
maligna o benigna, y todas las células y tejidos pre-cancerosos y cancerosos. Las expresiones "cancer",
"canceroso", "trastorno proliferativo celular", "trastorno proliferativo" y "tumor" no son mutuamente exclusivas como
se menciona en este documento.

Las expresiones "cancer" y "canceroso" se refieren a o describen el estado fisiologico en mamiferos que se
caracteriza normalmente por crecimiento/proliferacion celular no regulada. Ejemplos de cancer incluyen aunque sin
limitacion, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma, y leucemia. Ejemplos mas particulares de dichos canceres
incluyen cancer de células escamosas, cancer pulmonar microcitico, cancer pulmonar no microcitico,
adenocarcinoma del pulmén, carcinoma escamoso del pulmén, cancer del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer
gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma, cancer cervical, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de
vejiga, hepatoma, cancer de mama, céancer de colon, cancer colorrectal, carcinoma del endometrio o Utero,
carcinoma de glandulas salivares, cancer renal, cancer de higado, cancer de préstata, cancer vulvar, cancer de
tiroides, carcinoma hepatico, cancer gastrico, melanoma, y diversos tipos de cancer de cabeza y cuello. La mala
regulacion de la angiogénesis puede conducir a muchos trastornos que pueden tratarse mediante composiciones y
métodos de la invencién. Estos trastornos incluyen afecciones tanto no neoplasicas como neoplasicas. Las
neoplasicas incluyen aunque sin limitacion aquellas descritas anteriormente. Los trastornos no neoplasicos incluyen
aunque sin limitacion hipertrofia indeseada o aberrante, artritis, artritis reumatoide (RA), psoriasis, placas
psoridsicas, sarcoidosis, aterosclerosis, placas ateroscleroticas, retinopatias diabéticas y otras retinopatias
proliferativas incluyendo retinopatia del prematuro, fibroplasia retrolental, glaucoma neovascular, degeneracion
macular relacionada con la edad, edema macular diabético, neovascularizacion de la cérnea, neovascularizacion de
injerto de coérnea, rechazo de injerto de cérnea, neovascularizacién retiniana/coroidea, neovascularizacion del a&ngulo
(rubeosis), enfermedad neovascular ocular, restenosis vascular, malformaciones arteriovenosas (AVM),
meningioma, hemangioma, angiofibroma, hiperplasias de tiroides (incluyendo enfermedad de Grave), transplante de
cornea y otro tejido, inflamacion cronica, inflamacién pulmonar, lesién pulmonar aguda/ARDS, sepsis, hipertension
pulmonar primaria, efusiones pulmonares malignas, edema cerebral (por ejemplo, asociado con apoplejia
aguda/lesion/traumatismo cerrado de cabeza), inflamacion sinovial, formacion de pannus en RA, miositis osificante,
formacion de hueso hipertréfico, osteoartritis (OA), ascitis refractaria, enfermedad de ovario poliquistico,
endometriosis, enfermedades de tercer espacio de fluido (pancreatitis, sindrome del compartimento, quemaduras,
enfermedad del intestino), fibroides uterinos, parto prematuro, inflamacion crénica tal como IBD (enfermedad de
Crohn y colitis ulcerosa), rechazo de aloinjerto renal, enfermedad inflamatoria del intestino, sindrome nefrético,
crecimiento indeseado o aberrante de masa tisular (no cancer), articulaciones hemofilicas, cicatrices hipertroficas,
inhibicion del crecimiento capilar, sindrome de Osler-Weber, fibroplasias retrolentales de granuloma piogénico,
esclerodermia, tracoma, adhesiones vasculares, sinovitis, dermatitis, preeclampsia, ascitis, efusion pericardica (tal
como la asociada con pericarditis), y efusion pleural.

Como se usa en este documento, "tratamiento” se refiere a intervencién clinica en un intento por alterar el curso
natural del individual o célula que se esta tratando, y puede realizarse para profilaxis o durante el curso de la
patologia clinica. Los efectos deseables del tratamiento incluyen prevencion de aparicién o recidiva de enfermedad,
alivio de sintomas, disminucién de cualquier consecuencia patolégica directa o indirecta de la enfermedad,
prevencion de metastasis, disminucion de la tasa de progreso de la enfermedad, mejora o paliacion del estado
patolégico, y remisién o prognosis mejorada. En algunas realizaciones, los anticuerpos de la invencién se usan para
retardar el desarrollo de una enfermedad o trastorno.

Las expresiones "enfermedad neurodegenerativa" y "trastorno neurodegenerativo” se usan en el sentido mas amplio
para incluir todos los trastornos cuya patologia implica degeneracién y/o disfuncién neuronal incluyendo, sin
limitacién, neuropatias periféricas; trastornos motoneuronas, tales como esclerosis lateral amiotréfica (ALS,
enfermedad de Lou Gehrig), paralisis de Bell, y diversas afecciones que implica atrofia o paralisis muscular espinal;
y otras enfermedades neurodegenerativas humanas, tales como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson, epilepsia, esclerosis multiple, corea de Huntington, sindrome de Down, sordera nerviosa, y enfermedad
de Meniere.

La "neuropatia periférica" es un trastorno neurodegenerativo que afecta a los nervios periféricos, muy a menudo
manifestado como una o una combinacion de disfuncidon motora, sensorial, sensoriomotora, o autondémica. Las
neuropatias periféricas pueden, por ejemplo, adquirirse genéricamente, pueden resultar de una enfermedad
sistémica, o pueden inducirse por un agente toxico, tal como un farmaco neurotéxico, por ejemplo, agente
antineoplasico, o contaminante industrial o ambiental. La "neuropatia sensorial periférica" se caracteriza por la
degeneracion de neuronas sensoriales periféricas, que puede ser idiopatica, puede suceder, por ejemplo, como una
consecuencia de diabetes (neuropatia diabética), terapia con farmacos citostaticos en cancer (por ejemplo,
tratamiento con agentes quimioterapéuticos tales como vincristina, cisplatino, metotrexato, 3'-azido-3'-desoxitimidina,
o taxanos, por ejemplo paclitaxel [TAXOL®, Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.] y doxetaxel
[TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer, Antony, Francia]), alcoholismo, sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA), o predisposicion genérica. Las neuropatias periféricas adquiridas genéticamente incluyen, por ejemplo,
enfermedad de Refsum, enfermedad de Krabbe, leucodistrofia metacromatica, enfermedad de Fabry, sindrome de
Dejerine-Sottas, abetalipoproteinemia, y enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT) (también conocida como atrofia
muscular del peroneo o neuropatia sensorial motora hereditaria (HMSN)). La mayoria de los tipos de neuropatia
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periférica se desarrollan lentamente, sobre el curso de varios meses o afos. En la practica clinica dichas
neuropatias se llaman cronicas. A veces la neuropatia periférica se desarrolla rapidamente, sobre el curso de unos
pocos dias, y se menciona como aguda. La neuropatia periférica habitualmente afecta a nervios sensoriales y
motores juntos de modo que causa una neuropatia sensorial y motora mixta, pero también se conocen neuropatia
sensorial pura y motora pura.

Un "individuo" es un vertebrado, preferiblemente un mamifero, méas preferiblemente un ser humano. Los mamiferos
incluyen, aunque sin limitacion, animales de granja (tal como vacas), animales de deportes, mascotas (tal como
gatos, perros y caballos), primates, ratones y ratas.

"Mamifero" para fines de tratamiento se refiere a cualquier animal clasificado como mamifero, incluyendo seres
humanos, animales domésticos y de granja, y animales de zoolégico, de deportes, o de compafiia, tales como
perros, caballos, gatos, vacas, etc. Preferiblemente, el mamifero es humano.

Una "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios,
para conseguir el resultado terapéutico o profilactico deseado.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de una sustancia/molécula de la invencién, agonista o antagonista puede
variar de acuerdo con factores tales como el estado patoldgico, la edad, sexo, y peso del individuo, y la capacidad
de la sustancia/molécula, agonista o antagonista de provocar la respuesta deseada en el individuo. Una cantidad
terapéuticamente eficaz es también una en que cualquier efecto toxico o perjudicial de la sustancia/molécula,
agonista o antagonista se compensa por los efectos terapéuticamente beneficiosos. Una "cantidad profilacticamente
eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios, para conseguir el
resultado profilactico deseado. Normalmente pero no necesariamente, como se usa una dosis profilactica en sujetos
antes de o una fase temprana de enfermedad, la cantidad profilacticamente eficaz sera menor que la cantidad
terapéuticamente eficaz.

La expresion "agente citotdxico" como se usa en este documento se refiere a una sustancia que inhibe o evita la
funcion de células y/o causa destruccion de células. El término pretende incluir is6topos radiactivos (por ejemplo,
AP 181" ¥ Re'® Re™® sm'®3, Bi?'?, P* e isttopos radiactivos de Lu), agentes quimioterapéuticos por
ejemplo metotrexato, adriamicina, alcaloides de la vinca (vincristina, vinblastina, etopdsido), doxorrubicina, melfalan,
mitomicina C, clorambucilo, daunorrubicina u otros agentes intercalantes, enzimas y fragmentos de las mismas tales
como enzimas nucleoliticas, antibidticos, y toxinas tales como toxinas de molécula pequefia o toxinas
enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos y/o variantes de las
mismas, y los diversos agentes antitumorales o antineoplasicos descritos a continuacion. Se describen a
continuacion otros agentes citotoxicos. Un agente tumoricida causa destruccion de células tumorales.

Un "agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico Gtil en el tratamiento del cancer. Ejemplos de agentes
quimioterapéuticos incluyen agentes alquilantes tales como tiotepa y CYTOXANG® ciclosfosfamida; alquil sulfonatos
tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas tales como benzodopa, carboquona, meturedopa, y
uredopa; etileniminas y metilamelaminas incluyendo altretamina, trietilenomelamina, trietilenofosforamida,
trietiilenotiofosforamida y trimetilolomelamina; acetogeninas (especialmente bullatacina y bullatacinona); delta-9-tet-
rahidrocannabinol (dronabinol, MARINOL®); beta-lapachona; lapachol; colchicinas; acido betulinico; una
camptotecina (incluyendo el analogo sintético topotecano (HYCAMTIN®), CPT-11 (irinotecano, CAMPTOSAR®),
acetilcamptotecina, escopolectina, y 9-aminocamptotecina); briostarina; callistatina; CC-1065 (incluyendo sus
analogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina); podofilotoxina; acido podofilinico; tenipdsido; criptoficinas
(particularmente criptodicina 1 y criptodicina 8); dolastatina; duocarmicina (incluyendo los analogos sintéticos, KW-
2189 y CB1-TM1); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina; mostazas de nitrégeno tales como
clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, 6xido de mecloretamina
clorhidrato, melfalan, novembichina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosureas tales
como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina, y ranimnustina; antibi6ticos tales como
antibidticos de enediina (por ejemplo, calicheamicina, especialmente calicheamicina gamma1il y calicheamicina
omegall (véase, por ejemplo, Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (1994)); dinemicina, incluyendo dinemicina
A; una esperamicina; asi como croméforo de neocarzinostatina y croméforos antibiéticos de cromoproteina enediina
relacionados), aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina,
carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-
norleucina, ADRIAMYCIN® doxorrubicina (incluyendo morfolino-doxorrubicina, cianomorfolino-doxorrubicina, 2-
pirrolino-doxorrubicina y desoxidoxorrubicina), epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina, marcellomicina, mitomicinas
tales como mitomicina C, &cido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina,
quelamicina, rodorrubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorrubicina; anti-
metabolitos tales como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos de acido félico tales como denopterina,
metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de purina tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina,
tioguanina; analogos de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina,
didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrégenos tales como calusterona, propionato de
dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; anti-adrenales tales como aminoglutetimida, mitotano,
trilostano; reforzador de &cido folico tal como &cido frolinico; aceglatona; aldofosfamida glicésido; &cido
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aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diaziquona;
elfornitina; acetato de elliptinio; una epotilona; etoglucid; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano; lonidainina;
maitansinoides tales como maitansina y ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina;
pentostatina; phenamet; pirarrubicina; losoxantrona; 2-etilhidrazida; procarbazina; PSK® complejo polisacarido (JHS
Natural Products, Eugene, OR); razoxana; rizoxina; sizofirano; espiro-germanio; acido tenuazonico; triaziquona;
2,2',2"-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina A y anguidina); uretano;
vindesina (ELDISINE®, FILDESIN®); dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina;
arabinésido ("Ara-C"); tiotepa; taxoides, por ejemplo, TAXOL® paclitaxel (Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton,
N.J.), ABRAXANETM libre de cremofor, formulacién de nanoparticula modificada con albumina de paclitaxel
(American Pharmaceutical Partners, Schaumberg, lllinois), y TAXOTERE® doxetaxel (Rhone-Poulenc Rorer, Antony,
Francia); cloranbucilo; gemcitabina (GEMZAR®); 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; analogos de platino
tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina (VELBAN®); platino; etopésido (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona;
vincristina (ONCOVIN®); oxaliplatino; leucovovina; vinorelbina (NAVELBINE®); novantrona; edatrexato;
daunomicina; aminopterina; ibandronato; inhibidor de topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO);
retinoides tales como &cido retinoico; capecitabina (XELODA®); sales farmacéuticamente aceptables, acidos o
derivados de cualquiera de los anteriores; asi como combinaciones de dos o mas de los anteriores tales como
CHOP, una abreviatura de una terapia combinada de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, y prednisolona, y
FOLFOX, una abreviatura para un régimen de tratamiento con oxaliplatino (ELOXA-TINTM) combinado con 5-FU y
leucovovina.

También se incluyen en esta definicion agentes anti-hormonal que actian regulando, reduciendo, bloqueando, o
inhibiendo los efectos de hormonas que pueden promover el crecimiento de cancer, y a menudo estan en forma de
tratamiento sistémico, o de organismo completo. Pueden ser hormonas en si mismas. Ejemplos incluyen anti-
estrégenos y moduladores selectivos del receptor de estrogenos (SERM), incluyendo, por ejemplo, tamoxifeno
(incluyendo NOLVADEX® tamoxifeno), EVISTA® raloxifeno, droloxifeno, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno,
LY117018, onapristona, y FARESTON® toremifeno; anti-progesteronas; reguladores negativos del receptor de
estrogenos (ERD); agentes que funcionan suprimiendo o apagando los ovarios, por ejemplo, agonistas de la
hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH) tales como LUPRON® y ELIGARD® acetato de leuprolida,
acetato de goserelina, acetato de buserelina y tripterelina; otros anti-andrégenos tales como flutamida, nilutamida y
bicalutamida; e inhibidores de aromatasa que inhiben la enzima aromatasa, que regula la produccion de estrégenos
en las glandulas suprarrenales, tales como, por ejemplo, 4(5)-imidazoles, aminoglutetimida, MEGASE® acetato de
megestrol, AROMASIN® exemestano, formestano, fadrozol, RIVISOR® vorozol, FEMARA® letrozol, y ARIMIDEX®
anastrozol. Ademas, dicha definicion de agentes quimioterapéuticos incluye bisfosfonatos tales como clodronato (por
ejemplo, BONEFOS® u OSTAC®), DIDROCAL® etidronato, NE-58095, ZOMETA® &cido zoledrénico/zoledronato,
FOSAMAX® alendronato, AREDIA® pamidronato, SKELID® tiludronato, o ACTONEL® risedronato; asi como
troxacitabina (un analogo de citosina de nucleésido 1,3-dioxolano); oligonucleétidos antisentido, particularmente
aquellos que inhiben la expresién de genes en vias de sefializacion implicadas en la proliferacion celular aberrante,
tales como, por ejemplo, PKC-alfa, Raf, H-Ras, y receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R); vacunas
tales como vacuna THERATOPE® y vacunas de terapia génica, por ejemplo, vacuna ALLOVECTIN®, vacuna
LEUVECTIN®, y vacuna VAXID®; LURTOTECAN® inhibidor de topoisomerasa 1; ABARELIX® rmRH; ditosilato de
lapatinib (un inhibidor de molécula pequena de tirosina quinasa dual de ErbB-2 y EGFR también conocido como
GW572016); y sales farmacéuticamente aceptables, &cidos o derivados de cualquiera de los anteriores.

Un "agente inhibidor del crecimiento” cuando se usa en este documento se refiere a un compuesto o composicion
que inhibe el crecimiento de una célula (tal como una célula que expresa EphB4) in vitro o in vivo. Por tanto, el
agente inhibidor del crecimiento puede ser uno que reduce significativamente el porcentaje de células (tal como una
célula que expresa EphB4) en fase S. Ejemplos de agentes inhibidores del crecimiento incluyen agentes que
bloguean el progreso del ciclo celular (en un sitio diferente de la fase S), tales como agentes que inducen detencién
en G1 y detencién en fase M. Los blogueantes clasicos en fase M incluyen las vincas (vincristina y vinblastina),
taxanos, e inhibidores de topoisomerasa Il tales como doxorrubicina, epirrubicina, daunorrubicina, etopdsido, y
bleomicina. Aquellos agentes que detienen en G1 también se extenderan a detencion en fase S, por ejemplo,
agentes alquilantes del ADN tales como tamoxifeno, prednisona, dacarbazina, mecloretamina, cisplatino,
metotrexato, 5-fluorouracilo, y ara-C. Puede encontrarse informacion adicional en The Molecular Basis of Cancer,
Mendelsohn e Israel, eds., Capitulo 1, titulado "Cell cicle regulation, oncogenes, and antineoplastic drugs" por
Murakami et al. (WB Saunders: Filadelfia, 1995), especialmente pag. 13. Los taxanos (paclitaxel y docetaxel) son
farmacos antineoplasicos ambos derivados del arbol tejo. El docetaxel (TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer),
derivado del tejo europeo, es un analogo semisintético de paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb). El paclitaxel y
el docetaxel promueven el ensamblaje de microtubulos a partir de dimeros de tubulina y estabilizan los microtibulos
evitando la despolimerizacion, que provoca la inhibicién de la mitosis en células.

La "doxorrubicina" es un antibiético de antraciclina. EI nombre quimico completo de la doxorrubicina es (8S-cis)-10-
[(3-amino-2,3,6-tridesoxi-a-L-lixo-hexapiranosil)oxi]-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-8-(hidroxiacetil)-1-metoxi-
5,12-naftacenodiona.

La expresion "composicién anti-neoplasica" se refiere a una composicion Util en el tratamiento del cancer que
comprende al menos un agente terapéutico activo, por ejemplo, "agente anti-neoplasico". Ejemplos de agentes
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terapéuticos (agentes anti-cancer, también llamados "agente anti-neoplasico" en este documento) incluyen, aunque
sin limitacién, por ejemplo, agentes quimioterapéuticos, agentes inhibidores del crecimiento, agentes citotoxicos,
agentes usados en radioterapia, agentes anti-angiogénesis, agentes apoptéticos, agentes anti-tubulina, toxinas, y
otros agentes para tratar el cancer, por ejemplo, anticuerpo neutralizante anti-VEGF, antagonista de VEGF, anti-
HER-2, anti-CD20, un antagonistas del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (por ejemplo, un
inhibidor de tirosina quinasa), inhibidor de HER1/EGFR, erlotinib, un inhibidor de COX-2 (por ejemplo, celecoxib),
interferones, citoquinas, antagonistas (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) que se unen a uno o mas de los
receptores de ErbB2, ErbB3, ErbB4, o VEGF, inhibidores para receptores tirosina quinasa, para el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y/o el factor de células madre (SCF) (por ejemplo, mesilato de imatinib
(Gleevec ® Novartis)), TRAIL/Apo2, y otros agentes quimicos bioactivos y organicos, etc.

El término "profarmaco” como se usan en esta solicitud se refiere a un precursor o forma derivada de una sustancia
farmacéuticamente activa que es menor citotdxica para las células tumorales en comparacion con el farmaco
precursor y es capaz de activarse enzimaticamente o convertirse en la forma precursora mas activa. Véase, por
ejemplo, Wilman, "Prodrugs in Cancer Chemotherapy" Biochemical Society Transactions, 14, pag. 375-382, 615°
Meeting Belfast (1986) y Stella et al., "Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery," Directed Drug
Delivery, Borchardt et al., (ed.), pag. 247-267, Humana Press (1985). Los profarmacos de esta invencién incluyen,
aunque sin limitacion, profarmacos que contienen fosfato, profarmacos que contienen tiofosfato, profarmacos que
contienen sulfato, profarmacos que contienen péptido, profarmacos modificados con D-amino&cido, profarmacos
glucosilados, profarmacos que contienen beta-lactama, opcionalmente profarmacos que contienen fenoxiacetamida
sustituida o opcionalmente profarmacos que contienen fenilacetamida sustituida, 5-fluorocitosina y otros profarmacos
de 5-fluorouridina que pueden convertirse en el farmaco libre citotdxico mas activo. Ejemplos de farmacos citotéxicos
que pueden derivatizarse en una forma de profarmaco para su uso en esta invencion incluyen, aunque sin limitacion,
aquellos agentes quimioterapéuticos descritos anteriormente.

Un "agente anti-angiogénesis" o "inhibidor de la angiogénesis" se refiere a una sustancia de pequefio peso
molecular, un polinucleétido, un polipéptido, una proteina aislada, una proteina recombinante, un anticuerpo, o
conjugados o proteinas de fusion de los mismos, que inhibe la angiogénesis, vasculogénesis, o la permeabilidad
vascular indeseable, directa o indirectamente. Por ejemplo, un agente anti-angiogénesis es un anticuerpo u otro
antagonista contra un agente angiogénico como se ha definido anteriormente, por ejemplo, anticuerpos contra
VEGF, anticuerpos contra receptores de VEGF, moléculas pequefas que bloquean la sefalizacién de receptor de
VEGF (por ejemplo, PTK787/ZK2284, SU6668, SUTENT/SU11248 (malato de sunitinib), AMG706). Los agentes
anti-angiogénsis también incluyen inhibidores nativos de la angiogénesis, por ejemplo, angiostatina, endostatina, etc.
Véase, por ejemplo, Klagsbrun y D'Amore, Annu. Rev. Physiol., 53:217-39 (1991); Streit y Detmar, Oncogene,
22:3172-3179 (2003) (por ejemplo, Tabla 3 que enumera la terapia anti-angiogénica en melanoma maligno); Ferrara
y Alitalo, Nature Medicine 5(12):1359-1364 (1999); Tonini et al., Oncogene, 22:6549-6556 (2003) (por ejemplo, Tabla
2 que enumera factores antiangiogénicos); y, Sato Int. J. Clin. Oncol., 8:200-206 (2003) (por ejemplo, Tabla 1 que
enumera agentes anti-angiogénicos usados en ensayos clinicos).

Composiciones de la invencion y métodos para preparar las mismas

Esta invencion abarca composiciones, incluyendo composiciones farmacéuticas, que comprenden un anticuerpo
anti-EphB4; y polinucleétidos que comprenden las secuencias que codifican un anticuerpo anti-EphB4. Como se usa
en este documento, las composiciones comprenden uno o mas anticuerpos que se unen a EphB4, y/o uno o mas
polinucleétidos que comprenden las secuencias que codifican uno 0 mas anticuerpos que se unen a EphB4. Estas
composiciones pueden comprender adicionalmente vehiculos adecuados, tales como excipientes
farmacéuticamente aceptables incluyendo tampones, que son bien conocidos en la técnica.

La invencion también abarca realizaciones de anticuerpo y polinucleétido aislado. La invencién también abarca
realizaciones de anticuerpo y polinucleétido sustancialmente puro.

Los anticuerpos anti-EphB4 de la invencion son preferiblemente monoclonales. También se abarcan dentro del
alcance de la invencion fragmentos Fab, Fab', Fab'-SH y F(ab'). de los anticuerpos anti-EphB4 proporcionados en
este documento. Estos fragmentos de anticuerpo pueden crearse por medios tradicionales, tales como digestion
enzimatica, o pueden generarse por técnicas recombinantes. Dichos fragmentos de anticuerpo pueden ser
quiméricos o humanizados. Estos fragmentos son Utiles para los propositos de diagnéstico y terapéuticos expuestos
a continuacion.

Los anticuerpos monoclonales se obtienen de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir,
los anticuerpos individuales que comprenden la poblacion son idénticos excepto por posibles mutaciones de origen
natural que pueden estar presentes en cantidades minoritarias. Por tanto, el modificador "monoclonal” indica el
caracter del anticuerpo como que no es una mezcla de anticuerpos diferentes.

Los anticuerpos monoclonales anti-EphB4 de la invencién pueden prepararse usando el método de hibridoma

descrito por primera vez por Kohler et al., Nature, 256:495 (1975), o pueden prepararse por métodos de ADN
recombinante (patente de Estados Unidos N° 4.816.567).
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En el método de hibridoma, un ratén u otro animal hospedador apropiado, tal como un hamster, se inmuniza para
producir linfocitos que producen o son capaces de producir anticuerpos que se uniran especificamente a la proteina
usada para inmunizacion. Los anticuerpos contra EphB4 generalmente se crean en animales por mudltiples
inyecciones subcutaneas (sc) o intraperitoneales (ip) de EphB4 y un adyuvante. EphB4 puede prepararse usando
métodos bien conocidos en la técnica, algunos de los cuales se describen adicionalmente en este documento. Por
ejemplo, la produccién recombinante de EphB4 se describe a continuacién. En una realizaciéon, se inmunizan
animales con un derivado de EphB4 que contiene el dominio extracelular (ECD) de EphB4 fusionado a la porcion Fc
de una cadena pesada de inmunoglobulina. En una realizacion preferida, se inmunizan animales con una proteina
de fusion EphB4-IgG1. Los animales habitualmente se inmunizan contra conjugados inmunogénicos o derivados de
EphB4 con monofosforil lipido A (MPL)/trehalosa dicrinomicolato (TDM) (Ribi Immunochem. Research, Inc.,
Hamilton, MT) y la solucién se inyecta por via intradérmica en mdltiples sitios. Dos semanas después, los animales
se refuerzan. De 7 a 14 dias después se exanguina a los animales y se ensaya el suero para el titulo anti-EphB4.
Los animales se refuerzan hasta que se estabiliza el titulo.

Como alternativa, pueden inmunizarse linfocitos in vitro. Los linfocitos después se fusionan con células de mieloma
usando un agente de fusion adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma (Goding,
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pag. 59-103 (Academic Press, 1986)).

Las células de hibridoma preparadas de este modo se siembran y cultivan en un medio de cultivo adecuado que
contiene preferiblemente una o mas sustancias que inhiben el crecimiento o supervivencia de las células de mieloma
precursoras no fusionadas. Por ejemplo, si las células de mieloma precursoras carecen de la enzima hipoxantina
guanina fosforribosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas normalmente incluiran
hipoxantina, aminopterina, y timidina (medio HAT), que son sustancias que evitan el crecimiento de células HGPRT-
deficientes.

Las células de mieloma preferidas son aquellas que se fusionan de forma eficaz, soportan una produccién estable
de alto nivel de anticuerpo por las células productoras de anticuerpo seleccionadas, y son sensibles a un medio tal
como medio HAT. Entre éstas, las lineas celulares preferidas de mieloma son lineas murinas de mieloma, tales
como aquellas derivadas de tumores de raton MOPC-21 y MPC-11 disponibles en el Salk Institute Cell Distribution
Center, San Diego, California EEUU, y células SP-2 o X63-Ag8-653 disponibles en la American Type Culture
Collection, Rockville, Mariland EEUU. También se han descrito lineas celulares de mieloma humano y
heteromieloma de ratéon-humano para la produccion de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol.,
133:3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pag. 51-63 (Marcel
Dekker, Inc., Nueva York, 1987)).

El medio de cultivo en que se cultivan las células de hibridoma se ensaya para la producciéon de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra EphB4. Preferiblemente, la especificidad de unién de los anticuerpos monoclonales
producidos por células de hibridoma se determina por inmunoprecipitacion o por un ensayo de unién in vitro, tal
como radioinmunoensayo (RIA) o ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA).

La afinidad de unién del anticuerpo monoclonal puede determinarse, por ejemplo, por el analisis de Scatchard de
Munson et al., Anal. Biochem., 107:220 (1980).

Después de identificar las células de hibridoma que producen anticuerpos de la especificidad, afinidad, y/o actividad
deseadas, los clones pueden subclonarse por procedimientos de dilucion limitante y cultivarse por métodos
convencionales (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pag. 59-103 (Academic Press, 1986)). Los
medios de cultivo adecuados para este proposito incluyen, por ejemplo, medio D-MEM o RPMI-1640. Ademas, las
células de hibridoma pueden cultivarse in vivo como tumores asciticos en un animal.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones se separan adecuadamente del medio de cultivo, fluido
ascitico, o suero por procedimientos convencionales de purificacion de inmunoglobulina tales como, por ejemplo,
cromatografia en proteina A-Sepharose, en hidroxilapatita, electroforesis en gel, didlisis, o cromatografia de afinidad.

Los anticuerpos anti-EphB4 de la invencion pueden prepararse usando bibliotecas combinatorias para seleccionar
clones sintéticos de anticuerpo con la actividad o actividades deseadas. En principio, los clones sintéticos de
anticuerpo se seleccionan por exploracion de bibliotecas de fagos que contienen fagos que presentan diversos
fragmentos de la regién variable de anticuerpo (Fv) fusionados a la proteina de envuelta del fago. Dichas bibliotecas
de fagos se distribuyen por cromatografia de afinidad frente al antigeno deseado. Los clones que expresan
fragmentos Fv capaces de unirse al antigeno deseado se adsorben al antigeno y por tanto se separan de los clones
sin union en la biblioteca. Los clones de unién después se eluyen del antigeno, y pueden enriquecerse
adicionalmente por ciclos adicionales de adsorcién/elucién de antigeno. Cualquiera de los anticuerpos anti-EphB4 de
la invencién puede obtenerse disefiando un procedimiento de seleccion de antigeno adecuado para seleccionar el
clon de fago de interés seguido de construccion de un clon de anticuerpo anti-EphB4 de longitud completa usando
las secuencias Fv del clon de fago de interés y secuencias adecuadas de la region constante (Fc) descritas en Kabat
et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicién, publicacién NIH 91-3242, Bethesda MD
(1991), vol. 1-3.
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El dominio de uni6on a antigeno de un anticuerpo se forma a partir de dos regiones variables (V) de
aproximadamente 110 amino&cidos, una de cada una de las cadenas ligera (VL) y pesada (VH), que ambas
presentas tres bucles hipervariables o regiones determinantes de complementariedad (CDR). Los dominios variables
pueden presentarse de forma funcional en el fago, como fragmentos Fv de cadena sencilla (scFv), en que VH y VL
estan unidos covalentemente a través de un corto péptido flexible, o como fragmentos Fab, en que estan cada uno
fusionados a un dominio constante y interaccionan de forma no covalente, como se describe en Winter et al., Ann.
Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994). Como se usa en este documento, los clones de fago que codifican scFv y los
clones de fago que codifican Fab se mencionan colectivamente como "clones de fago Fv" o "clones Fv".

Pueden clonarse por separado repertorios de genes VH y VL por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
recombinarse aleatoriamente en bibliotecas de fagos, que después pueden buscarse para clones de union a
antigeno como se describe en Winter et al., Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994). Las bibliotecas de fuentes
inmunizadas proporcionan anticuerpos de alta afinidad contra el inmunégeno sin la necesidad de construir
hibridomas. Como alternativa, puede clonarse el repertorio virgen para proporcionar una fuente Unica de anticuerpos
humanos contra un amplio intervalo de no auto antigenos y también auto-antigenos sin ninguna inmunizacién como
se describe por Griffiths et al., EMBO J, 12: 725-734 (1993). Finalmente, también pueden prepararse bibliotecas
virgenes de forma sintética clonando los segmentos del gen V no reordenados a partir de células madre, y usando
cebadores de PCR que contienen secuencia aleatoria para codificar las regiones CDR3 altamente variables y para
conseguir el reordenamiento in vitro como se describe por Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992).

Se usa fago filamentoso para presentar fragmentos de anticuerpo por fusiéon con la proteina de envuelta minoritaria
plll. Los fragmentos de anticuerpo pueden presentarse como fragmentos Fv de cadena sencilla, en que los dominios
VH y VL estan conectados en la misma cadena polipeptidica por un espaciador polipetidico flexible, por ejemplo
como se describe por Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991), o como fragmentos Fab, en que una cadena
esta fusionada a plll y la otra se secreta en el periplasma de la célula hospedadora bacteriana donde se ensambla
una estructura Fab-proteina de envuelta que llega a presentarse en la superficie del fago desplazando algunas
proteinas de envuelta de tipo silvestre, por ejemplo como se describe en Hoogenboom et al., Nucl. Acids Res., 19:
4133-4137 (1991).

En general, los acidos nucleicos que codifican fragmentos génicos de anticuerpo se obtienen de células inmunes
recogidas de seres humanos o animales. Si se desea una biblioteca desviada en favor de clones anti-EphB4, el
sujeto se inmuniza con EphB4 para generar una respuesta de anticuerpos, y se recuperan las células esplénicas y/o
las células B en circulacion diferentes a los linfocitos de sangre periférica (PBL) para la construccién de la biblioteca.
En una realizacién preferida, se obtiene una biblioteca de fragmentos génicos de anticuerpo humano desviada en
favor de clones anti-EphB4 generando una respuesta de anticuerpos anti-EphB4 en ratones transgénicos que portan
una serie funcional de genes de inmunoglobulina humana (y que carece de un sistema de produccion de anticuerpos
enddgenos funcionales) de modo que la inmunizacion con EphB4 da lugar a células B que producen anticuerpos
humanos contra EphB4. La generacién de ratones transgénicos que producen anticuerpos humanos se describe a
continuacion.

Puede obtenerse enriquecimiento adicional para poblaciones celulares reactivas anti-EphB4 usando un
procedimiento de seleccién adecuado para aislar células B que expresan anticuerpo unido a membrana especifico
de EphB4, por ejemplo, por separacion celular con cromatografia de afinidad por EphB4 o adsorcion de células a
EphB4 marcado con fluorocromo seguido de clasificacién celular activada por flujo (FACS).

Como alternativa, el uso de células esplénicas y/o células B u otros PBL de un donante no inmunizado proporciona
una mejor representacion del posible repertorio de anticuerpos, y también permite la construccion de una biblioteca
de anticuerpos usando cualquier especie animal (humana o no humana) en que EphB4 no es antigénico. Para
bibliotecas que incorporan la construccién de genes de anticuerpo in vitro, se recogen células madre del sujeto para
proporcionar acidos nucleicos que codifican segmentos génicos de anticuerpo no reordenados. Las células inmunes
de interés pueden obtenerse a partir de diversas especies animales, tales como seres humanos, ratones, ratas,
lagomorfos, especies lupinas, caninas, felinas, porcinas, bovinas, equinas, y aviares, etc.

Se recuperan &cidos nucleicos que codifican segmentos génicos variables de anticuerpo (incluyendo segmentos VH
y VL) de las células de interés y se amplifican. En el caso de bibliotecas génicas de VH y VL reordenados, el ADN
deseado puede obtenerse aislado el ADN genémico o ARNm de linfocitos seguido de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) con cebadores que coinciden con los extremos 5'y 3' de los genes VH y VL reordenados como se
describe en Orlandi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 86: 3833-3837 (1989), haciendo de este modo diversos
repertorios de gen V para su expresion. Los genes V pueden amplificarse a partir del ADNc y ADN gendémico, con
cebadores inversos en el extremo 5' del ex6n que codifica el dominio V maduro y cebadores directos basados en el
segmento J como se describe en Orlandi et al. (1989) y en Ward et al., Nature, 341: 544-546 (1989). Sin embargo,
para amplificar a partir de ADNc, los cebadores inversos también pueden basarse en el exén lider como se describe
en Jones et al., Biotechnol., 9: 88-89 (1991), y los cebadores directos dentro de la regién constante como se
describe en Sastry et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 86: 5728-5732 (1989). Para maximizar la complementariedad,
puede incorporarse degeneracién en los cebadores como se describe en Orlandi et al. (1989) o Sastry et al. (1989).
Preferiblemente, la diversidad de la biblioteca se maximiza usando cebadores de PCR dirigidos a cada familia de
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gen V para amplificar todos los ordenamientos VH y VL disponibles presentes en la muestra de acido nucleico de la
célula inmune, por ejemplo como se describe en el método de Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991) o como
se describe en el método de Orum et al., Nucleic Acids Res., 21: 4491-4498 (1993). Para clonar el ADN amplificado
en vectores de expresion, pueden introducirse sitios de restriccion raros dentro del cebador de PCR como una
marca en un extremo como se describe en Orlandi et al. (1989), o por amplificacion adicional por PCR con un
cebador marcado como se describe en Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991).

Pueden obtenerse repertorios de genes V sintéticamente reordenados in vitro a partir de segmentos génicos V. La
mayoria de los segmentos génicos VH humanos se han clonado y secuenciado (informado en Tomlinson et al., J.
Mol. Biol., 227: 776-798 (1992)), y mapeado (informado en Matsuda et al., Nature Genet., 3: 88-94 (1993); estos
segmentos clonados (incluyendo todas las conformaciones principales del bucle H1 y H2) pueden usarse para
generar diversos repertorios génicos VH con cebadores de PCR que codifican bucles H3 de diversa secuencia y
longitud como se describe en Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992). Los repertorios VH también
pueden prepararse con toda la diversidad de secuencia centrada en un largo bucle H3 de una Unica longitud como
se describe en Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4457-4461 (1992). Los segmentos humanos Vk y VA se
han clonado y secuenciado (informado en Williams y Winter, Eur. J. Immunol., 23: 1456-1461 (1993)) y pueden
usarse para preparar repertorios sintéticos de cadena ligera. Los repertorios sintéticos de gen V, basados en un
intervalo de pliegues VH y VL, y longitudes L3 y H3, codificaran anticuerpos de considerable diversidad estructural.
Después de la amplificacién de ADN que codifican el gen V, pueden reordenarse segmentos de gen V de la linea
germinal in vitro de acuerdo con los métodos de Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992).

Pueden construirse repertorios de fragmentos de anticuerpo combinado repertorios de genes VH y VL juntos de
varios modos. Cada repertorio puede crearse en diferentes vectores, y los vectores pueden recombinarse in vitro,
por ejemplo, como se describe en Hogrefe et al., Gene, 128: 119-126 (1993), o in vivo por infeccion combinatoria,
por ejemplo, el sistema loxP descrito en Waterhouse el al., Nucl. Acids Res., 21: 2265-2266 (1993). El enfoque de
recombinacion in vivo explota la naturaleza de dos cadenas de los fragmentos Fab para superar el limite en el
tamario de la biblioteca impuesto por la eficacia de transformacion de E. coli. Se clonan repertorios VH y VL virgenes
por separado, uno en un fagdmido y el otro en un vector fagico. Las dos bibliotecas después se combinan por
infeccion con fago de las bacterias que contienen fagémido de modo que cada célula contenga una diferente
combinacion y el tamafio de la biblioteca esté limitado solamente por la cantidad de células presentes
(aproximadamente 10" clones). Ambos vectores contienen sefiales de recombinacién in vivo de modo que los
genes VH y VL se recombinen en un Unico replicén y se co-empaqueten en viriones fagicos. Estas enormes
bibgotecas proporcionan grandes cantidades de anticuerpos diversos de buena afinidad (Kd'1 de aproximadamente
10™ M).

Como alternativa, los repertorios pueden clonarse secuencialmente en el mismo vector, por ejemplo como se
describe en Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 7978-7982 (1991), o ensamblarse juntos por PCR y
después clonarse, por ejemplo como se describe en Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991). El ensamblaje por
PCR también puede usarse para unir ADN de VH y VL con ADN que codifica un espaciador peptidico flexible para
formar repertorios de Fv de cadena sencilla (scFv). En otra técnica mas, se usa "ensamblaje por PCR en célula"
para combinar genes VH y VL dentro de linfocitos por PCR y después se clonan los repertorios de genes ligados
como se describe en Embleton et al., Nucl. Acids Res., 20: 3831-3837 (1992).

Los anticuerpos producidos por bibliotecas virgenes (naturales o sintéticas) pueden ser de afinidad moderada (Kg"
de aproximadamente 10% a 10’ M"), pero la maduracién de afinidad también puede imitarse in vitro construyendo y
reseleccionando a partir de bibliotecas secundarias como se describe en Winter et al. (1994), supra. Por ejemplo,
puede introducirse una mutacion aleatoria in vitro usando polimerasa propensa a errores (informado en Leung et al.,
Technique, 1: 11-15 (1989)) en el método de Hawkins et al., J. Mol. Biol., 226: 889-896 (1992) o en el método de
Gram et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 89: 3576-3580 (1992). Ademas, la maduracion de afinidad puede realizarse
por mutacién aleatoria de una o mas CDR, por ejemplo usando PCR con cebadores que portan secuencia aleatoria
que abarca la CDR de interés, en clones Fv individuales seleccionados y seleccionando clones de mayor afinidad. El
documento WO 9607754 (publicado el 14 de marzo de 1996) describia un método para inducir mutagénesis en una
region determinante de complementariedad de una cadena ligera de inmunoglobulina para crear una biblioteca de
genes de cadena ligera. Otro enfoque eficaz es recombinar los dominios VH o VL seleccionados por presentacion en
fagos con repertorios de variantes de dominio V de origen natural obtenidas de donantes no inmunizados y
exploracion de mayor afinidad en varias rondas de redistribucién de cadenas como se describe en Marks et al.,
Biotechnol., 10: 779-783 (1992). Esta técnica permite la produccion de anticuerpos y fragmentos de anticuerpo con
afinidades en el intervalo de 10° M.

Las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de EphB4 son conocidas en la técnica. La secuencia de acido
nucleico que codifica el EphB4 puede disefiarse usando la secuencia de aminoacidos de la region deseada de
EphB4. Como alternativa, puede usarse la secuencia de ADNc (o fragmentos de la misma) de los nimeros de
acceso a GenBank NM_004444, o descrita en la patente de Estados Unidos N 5.635.177. Los ADN que codifican
EphB4 pueden prepararse por diversos métodos conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen, aunque sin
limitacion, sintesis quimica por cualquiera de los métodos descritos en Engels et al., Agnew. Chem. Int. Ed. Engl.,
28: 716-734 (1989), tal como los métodos de triéster, fosfito, fosforamidita y H-fosfonato. En una realizacion, se usan
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codones preferidos por la célula hospedadora de expresion en el disefio del ADN codificante de EphB4. Como
alternativa, el ADN que codifica el EphB4 puede aislarse de una biblioteca genémica o de ADNc.

Después de la construccién de la molécula de ADN que codifica el EphB4, la molécula de ADN se une de forma
funcional a una secuencia de control de la expresion en un vector de expresion, tal como un plasmido, donde la
secuencia de control se reconoce por una célula hospedadora transformada con el vector. En general, los vectores
plasmidicos contienen secuencias de replicaciéon y control que se obtienen de especies compatibles con la célula
hospedadora. El vector habitualmente porta un sitio de replicacién, asi como secuencias que codifican proteinas que
son capaces de proporciona seleccion fenotipica en células transformadas. Los vectores adecuados para la
expresion en células hospedadoras procariotas y eucariotas son conocidos en la técnica y algunos se describen
adicionalmente en este documento. Pueden usarse organismos eucariotas, tales como levaduras, o células
derivadas de organismos multicelulares, tales como mamiferos.

Opcionalmente, el ADN que codifica el EphB4 se une de forma funcional a una secuencia lider secretora que
provoca la secrecién del producto de expresion por la célula hospedadora en el medio de cultivo. Ejemplos de
secuencias lider secretoras incluyen stll, ecotina, lamB, herpes GD, Ipp, fosfatasa alcalina, invertasa, y factor alfa.
También es adecuada para su uso en este documento la secuencia lider de 36 aminoacidos de la proteina A
(Abrahmsen et al., EMBO J., 4: 3901 (1985)).

Las células hospedadoras se transfectan y preferiblemente transforman con los vectores de expresién o clonacion
descritos anteriormente de esta invencion y se cultivan en medios nutrientes convencionales modificados segun lo
apropiado para inducir promotores, seleccién de transformantes, o amplificacién de los genes que codifican las
secuencias deseadas.

Transfeccion se refiere a la captacién de un vector de expresién por una célula hospedadora se exprese en realidad
0 no alguna secuencia codificante. Se conocen numerosos métodos de transfeccién por los especialistas en la
técnica, por ejemplo, precipitacién con CaPO, y electroporacion. La transfeccién satisfactoria generalmente se
reconoce cuando sucede alguna indicacién del funcionamiento de este vector dentro de la célula hospedadora. Los
métodos de transfeccidon son bien conocidos en la técnica, y algunos se describen adicionalmente en este
documento.

Transformacion significa introducir ADN en un organismo de modo que el ADN sea replicable, como un elemento
extracromosémico o por integrante cromosémico. Dependiendo de la célula hospedadora usada, la transformacion
se hace usando técnicas convencionales apropiadas para dichas células. Los métodos de transformacién son bien
conocidos en la técnica, y algunos se describen adicionalmente en este documento.

Las células hospedadoras procariotas usadas para producir el EphB4 pueden cultivarse como se describe en lineas
generales en Sambrook et al., supra.

Las células hospedadoras de mamifero usadas para producir el EphB4 pueden cultivarse en diversos medios, que
son bien conocidos en la técnica y algunos de los cuales se describen en este documento.

Las células hospedadoras mencionadas en esta descripcion abarcan células en cultivo in vitro asi como células que
estan dentro del animal hospedador.

La purificacién de EphB4 puede conseguirse usando métodos reconocidos en la técnica, algunos de los cuales se
describen en este documento.

El EphB4 purificado puede unirse a una matriz adecuada tal como perlas de agarosa, perlas de acrilamida, perlas de
vidrio, celulosa, diversos copolimeros acrilicos, geles de hidroxil metacrilato, copolimeros poliacrilicos y
polimetacrilicos, nylon, vehiculos neutros e i6nicos, y similares, para su uso en la separacion cromatografica de
afinidad de clones de presentacion en fagos. La unién de la proteina EphB4 a la matriz puede realizarse por los
métodos descritos en Methods in Enzyrnology, vol. 44 (1976). Una técnica habitualmente empleada para unir
ligandos proteicos a matrices de polisacarido, por ejemplo agarosa, dextrano o celulosa, implica la activacion del
vehiculo con haluros de cianégeno y posterior acoplamiento de las aminas alifaticas o aromaticas primarias del
liando peptidico a la matriz activada.

Como alternativa, puede usarse EphB4 para recubrir los pocillos de placas de adsorcion, expresarse en células
hospedadoras fijadas a placas de adsorcion o usarse en clasificacion celular, o conjugarse a biotina para captura
con perlas recubiertas con estreptavidina, o usarse en cualquier otro método conocido en la técnica para exponer
bibliotecas de presentacion en fagos.

Las muestras de biblioteca de fagos se ponen en contacto con EphB4 inmovilizado en condiciones adecuadas para
la unién de al menos una parte de las particulas fagicas con el adsorbente. Normalmente, las condiciones,
incluyendo el pH, fuerza idnica, temperatura y similares se seleccionan para imitar las condiciones fisiol6gicas. Los
fagos unidos a la fase sdlida se lavan y después se eluyen por &cido, por ejemplo como se describe en Barbas et al.,
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Proc. Natl. Acad. Sci USA, 88: 7978-7982 (1991), o por élcali, por ejemplo como se describe en Marks et al., J. Mol.
Biol., 222: 581-597 (1991), o por competicion de antigeno EphB4, por ejemplo en un procedimiento similar al método
de competicion de antigeno de Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991). Los fagos pueden enriquecerse 20-
1.000 veces en una Unica ronda de seleccion. Ademas, los fagos enriquecidos pueden cultivarse en cultivo
bacteriano y someterse a rondas adicionales de seleccion.

La eficacia de seleccion depende de muchos factores, incluyendo la cinética de disociacion durante el lavado, y si
multiples fragmentos de anticuerpo en un unico fago puede acoplar simultdneamente con antigeno. Los anticuerpos
con cinética rapida de disociacién (y débiles afinidades de unién) pueden retenerse mediante el uso de lavados
cortos, presentacién en fagos multivalentes y alta densidad de recubrimiento de antigeno en fase soélida. La alta
densidad no solamente estabiliza el fago a través de interacciones multivalentes, sino que favorece la re-union del
fago que se ha disociado. La seleccion de anticuerpos con lenta cinética de disociacién (y buenas afinidades de
unién) puede promoverse mediante el uso de lavados largos y presentacién en fagos monovalentes como se
describe en Bass et al., Proteins, 8: 309-314 (1990) y en el documento WO 92/09690, y una baja densidad de
recubrimiento de antigeno como se describe en Marks et al., Biotechnol., 10: 779-783 (1992).

Es posible seleccionar entre anticuerpos fagicos de diferentes afinidades, incluso con afinidades que difieren
ligeramente, por EphB4. Sin embargo, la mutacién aleatoria de un anticuerpo seleccionado (por ejemplo, como se
realiza en algunas de las técnicas de maduracion de afinidad descritas anteriormente) probablemente produce
muchos mutantes, la mayoria de los cuales se unen al antigeno, y unos pocos con mayor afinidad. Limitando EphB4,
podrian eliminarse por competicion los fagos raros de alta afinidad. Para retener todos los mutantes de mayor
afinidad, los fagos pueden incubarse con exceso de EphB4 biotinilado, pero con el EphB4 biotinilado a una
concentracién de molaridad inferior que la constante de afinidad molar diana para EphB4. Los fagos de unién de alta
afinidad después pueden capturarse por perlas paramagnéticas recubiertas con estreptavidina. Dicha "captura en
equilibrio" permite seleccionar los anticuerpos de acuerdo con sus afinidades de union, con sensibilidad que permite
el aislamiento de clones mutantes con afinidad tan poco mayor como dos veces a partir de un gran exceso de fagos
con menor afinidad. Las condiciones usadas en el lado de fagos unidos a una fase sélida también pueden
manipularse para discriminar basandose en la cinética de disociacion.

Los clones anti-EphB4 pueden seleccionarse por actividad. La invencién proporciona anticuerpos anti-EphB4 que
bloquean la unién entre un ligando EphB4 (concretamente efrina-B2) y EphB4, pero no bloquean la unién entre un
ligando EphB4 y EphB1, EphB3, EphB4, EphB5 o EphB6. Los clones Fv correspondientes a dichos anticuerpos anti-
EphB4 pueden seleccionarse por (1) aislamiento de clones anti-EphB4 a partir de una biblioteca de fagos como se
ha descrito anteriormente, y opcionalmente amplificacion de la poblacion aislada de clones fagicos por crecimiento
de la poblacién en un hospedador bacteriano adecuado; (2) seleccion de EphB4 y una segunda proteina frente a los
cuales se desea actividad de bloqueo y no de bloqueo, respectivamente; (3) adsorcion de los clones fagicos anti-
EphB4 en EphB4 inmovilizado; (4) uso de un exceso de la segunda proteina para eluir cualquier clon no deseado
que reconozca determinantes de unién a EphB4 que solapan o estan compartidos con los determinantes de unién
de la segunda proteina; y (5) elucién de los clones que permanecen adsorbidos después de la etapa (4).
Opcionalmente, los clones con las propiedades deseadas de bloqueo/no de bloqueo pueden enriquecerse
adicionalmente repitiendo los procedimientos de seleccion descritos en este documento una o mas veces.

El ADN que codifica los anticuerpos monoclonales derivados de hibridoma o los clones Fv de presentacion en fagos
de la invencion se aisla facilmente y se secuencia usando procedimientos convencionales (por ejemplo, usando
cebadores oligonucleotidicos disefiados para amplificar especificamente las regiones codificantes de cadena pesada
y ligera de interés del molde de ADN del hibridoma o fago). Una vez aislado, el ADN puede colocarse en vectores de
expresion, que después se introducen por transfeccion en células hospedadoras tales como células E. coli, células
COS de simio, células de ovario de hamster chino (CHO), o células de mieloma que no producen de otro modo
proteina inmunoglobulina, para obtener la sintesis de los anticuerpos monoclonales deseados en las células
hospedadoras recombinantes. Articulos de revision sobre expresién recombinante en bacterias de ADN que codifica
anticuerpo incluyen Skerra et al., Curry Opinion en Immunol., 5: 256 (1993) y Pluckthun, Immunol Revs, 130: 151
(1992).

El ADN que codifica los clones Fv de la invencién puede combinarse con secuencias conocidas de ADN que
codifican regiones constantes de cadena pesada y/o cadena ligera (por ejemplo, las secuencias apropiadas de ADN
pueden obtenerse de Kabat et al., supra) para formar clones que codifican cadenas pesadas y/o ligeras de longitud
completa o parcial. Se apreciard que pueden usarse regiones constantes de cualquier isotipo para este propdsito,
incluyendo regiones constantes de IgG, IgM, IgA, IgD, e IgE, y que dichas regiones constantes pueden obtenerse de
cualquier especie humana o animal. Un clon Fv derivado del ADN de dominio variable de una especie animal (tal
como ser humano) y después fusionado al ADN de region constante de otra especie animal para formar una o mas
secuencias codificantes para cadena pesada y/o cadena ligera "hibrida", de longitud completa se incluye en la
definicién de anticuerpo "quimérico" e "hibrido" como se usa en este documento. En una realizacion preferida, un
clon Fv derivado de ADN variable humano se fusiona a ADN de regién constante humana para formar una o mas
secuencias codificantes para cadenas pesadas y/o ligeras completamente humanas, de longitud completa o parcial.
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El ADN que codifica el anticuerpo anti-EphB4 derivado de un hibridoma de la invencién también puede modificarse,
por ejemplo, sustituyendo la secuencia codificante para dominio constantes de cadena pesada y ligera humana en
lugar de secuencias murinas homélogas derivadas del clon de hibridoma (por ejemplo, como en el método de
Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851-6855 (1984)). EI ADN que codifica un anticuerpo o fragmento
derivado de hibridoma o clon Fv puede modificarse adicionalmente por unién covalente a la secuencia codificante de
inmunoglobulina de todo o parte de la secuencia codificante para un polipéptido no de inmunoglobulina. De este
modo, se preparan anticuerpos "quiméricos" o "hibridos" que tienen la especificidad de unién de los anticuerpos
derivados del clon Fv o clon de hibridoma de la invencion.

Fragmentos de anticuerpo

La presente invencién abarca fragmentos de anticuerpo. En ciertas circunstancias existen ventajas de usar
fragmentos de anticuerpo, en lugar de anticuerpos completos. El tamafio mas pequefo de los fragmentos permite
una rapida eliminacion, y puede conducir a un acceso mejorado a tumores sélidos.

Se han desarrollado diversas técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpo. Tradicionalmente, estos
fragmentos se obtuvieron mediante digestién proteolitica de anticuerpos intactos (véase, por ejemplo, Morimoto et
al., Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992); y Brennan et al., Science, 229:81 (1985)).
Sin embargo, estos fragmentos ahora pueden producirse directamente por células hospedadoras recombinantes.
Los fragmentos de anticuerpo Fab, Fv y ScFv pueden expresarse todos en y secretarse a partir de E. coli,
permitiendo de este modo la facil produccién de cantidades grandes de estos fragmentos. Los fragmentos de
anticuerpo pueden aislarse de las bibliotecas de fagos de anticuerpo analizadas anteriormente. Como alternativa,
pueden recuperarse directamente fragmentos Fab'-SH de E. coli y acoplarse quimicamente para formar fragmentos
F(ab"). (Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992)). De acuerdo con otro enfoque, pueden aislarse
directamente fragmentos F(ab'). de cultivo de células hospedadoras recombinantes. Se describe fragmentos Fab y
F(ab")2 con vida media aumentada in vivo que comprenden restos de epitopo de unién a receptor de rescate en la
patente de Estados Unidos N° 5.869.046. Seran evidentes otras técnicas para la produccion de fragmentos de
anticuerpo para los especialistas en la técnica. En otras realizaciones, el anticuerpo de eleccion es un fragmento Fv
de cadena sencilla (scFv). Véase el documento WO 93/16185; las patentes de Estados Unidos N¢ 5.571.894; y
5.587.458. Fv y sFv son la Unica especie con sitios de combinacién intactos que estan desprovistos de regiones
constantes; por tanto, son adecuados para union no especifica reducida durante su uso in vivo. Pueden construirse
proteinas de fusién sFv para producir una fusion de una proteina efectora en el extremo amino o carboxi terminal de
un sFv. Véase Antibody Engineering, ed. Borrebaeck, supra. El fragmento de anticuerpo también puede ser un
"anticuerpo lineal", por ejemplo, como se describe en la patente de Estados Unidos N° 5.641.870 por ejemplo.
Dichos fragmentos lineales de anticuerpo pueden ser monoespecificos o biespecificos.

Anticuerpos humanizados

La presente invencion abarca anticuerpos humanizados. Se conocen en la técnica diversos métodos para humanizar
anticuerpos no humanos. Por ejemplo, un anticuerpo humanizado puede tener uno 0 mas restos de aminoacido
introducidos en el mismo desde una fuente que es no humana. Estos restos de aminoacido no humanos a menudo
se mencionan como restos de "importacién”, que se cogen normalmente de un dominio variable de "importaciéon". La
humanizacién puede realizarse esencialmente siguiendo el método de Winter y colaboradores (Jones et al. (1986)
Nature 321:522-525; Riechmann et al. (1988) Nature 332:323-327; Verhoeyen et al. (1988) Science 239:1534-1536),
sustituyendo secuencias de regidn hipervariable por las correspondientes secuencias de un anticuerpo humano. Por
consiguiente, dichos anticuerpos "humanizados" son anticuerpos quiméricos (patente de Estados Unidos N©
4.816.567) donde sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto se ha sustituido por la
correspondiente secuencia de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos humanizados son
normalmente anticuerpos humanos en que algunos restos de la regidn hipervariable y posiblemente algunos restos
FR estan sustituidos por restos de sitios analogos en anticuerpos de roedor.

La eleccion de los dominios variables humanos, tanto de cadena ligera como pesada, a usar en la preparacion de
los anticuerpos humanizados es muy importante para reducir la antigenicidad. De acuerdo con el llamado método
"de mejor ajuste”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se explora frente a la biblioteca
completa de secuencias conocidas de dominio variable humano. La secuencia humana que esta mas cerca de la del
roedor entonces se acepta como la region flanqueante humana para el anticuerpo humanizado (Sims et al. (1993) J.
Immunol. 151:2296; Chotia et al. (1987) J. Mol. Biol. 196:901. Otro método usa una region flanqueante particular
derivada de la secuencia consenso de anticuerpos completamente humanos de un subgrupo particular de cadena
ligera o pesada. Puede usarse la misma regién flanqueante para varios anticuerpos humanizados diferentes (Carter
et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285; Presta et al. (1993) J. Immunol, 151:2623.

Es adicionalmente importante que los anticuerpos se humanicen con retenciéon de alta afinidad por el antigeno y
otras propiedades biologicas favorables. Para conseguir este objetivo, de acuerdo con un método, se preparan
anticuerpos humanizados mediante un proceso de andlisis de las secuencias precursoras y diversos productos
humanizados conceptuales usando modelos tridimensionales de las secuencias precursora y humanizada. Los
modelos tridimensionales de inmunoglobulina estan habitualmente disponibles y son familiares para los especialistas
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en la técnica. Estan disponibles programas informaticos que ilustran y presentan estructuras conformacionales
tridimensionales probables de secuencias candidatas seleccionadas de inmunoglobulina. La inspeccién de estas
presentaciones permite el andlisis del papel probable de los restos en el funcionamiento de la secuencia candidata
de inmunoglobulina, es decir, el andlisis de restos que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina candidata de
unirse a su antigeno. De este modo, pueden seleccionarse y combinarse restos FR a partir de las secuencias
receptora y de importacion de modo que se consiga la caracteristica deseada del anticuerpo, tal como afinidad
aumentada por el antigeno o antigenos diana. En general, los restos de la regién hipervariable estan implicados
directamente y muy sustancialmente en la influencia a la unién al antigeno.

Anticuerpos humanos

Los anticuerpos humanos anti-EphB4 de la invencion pueden construirse combinado una o méas secuencias de
dominio variable de clon Fv seleccionadas a partir de bibliotecas de presentacion en fagos derivados de seres
humanos con una o més secuencias conocidas de dominio constante humano como se ha descrito anteriormente.
Como alternativa, los anticuerpos monoclonales humanos anti-EphB4 de la invencién pueden prepararse por el
método de hibridoma. Se han descrito lineas celulares de mieloma humano y de heteromieloma de ratén-humano
para la produccion de anticuerpos monoclonales humanos, por ejemplo, por Kozbor J. Immunol., 133: 3001 (1984);
Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pag. 51-63 (Marcel Dekker, Inc.,
Nueva York, 1987); y Boerner et al., J. Immunol., 147: 86 (1991).

Ahora es posible producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que son capaces, después de inmunizacion,
de producir un repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de produccion endogena de
inmunoglobulina. Por ejemplo, se ha descrito que la delecién homocigoética de la region de unién de cadena pesada
de anticuerpo (JH) en ratones mutantes quiméricos y de linea germinal provoca la inhibicién completa de produccion
enddgena de anticuerpos. La transferencia de la serie de genes de inmunoglobulina de linea germinal humana en
dichos ratones mutantes de linea germinal provocara la produccién de anticuerpos humanos tras la exposicién a
antigeno. Véase, por ejemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 90: 2551 (1993); Jakobovits et al.,
Nature, 362: 255 (1993); Bruggermann et al., Year in Immunol., 7: 33 (1993).

También puede usarse redistribucion génica para obtener anticuerpos humanos a partir de anticuerpos no humanos,
por ejemplo, de roedor, donde el anticuerpo humano tiene afinidades y especificidades similares al anticuerpo no
humano de partida. De acuerdo con este método, que también se llama "impresién de epitopo”, la region variable de
cadena pesada o ligera de un fragmento de anticuerpo no humano obtenido por técnicas de presentacion en fagos
como se ha descrito anteriormente se remplaza con un repertorio de genes de dominio V humano, creando una
poblacién de quimeras scFv o Fab de cadena no humana/cadena humana. La seleccién con antigeno provoca el
aislamiento de un scFv o Fab quimérico de cadena no humana/cadena humana donde la cadena humana restaura el
sitio de unién a antigeno destruido tras la eliminacién de la correspondiente cadena no humana en el clon primario
de presentacién en fagos, es decir el epitopo gobierna (imprime) la eleccién del comparero de cadena humana.
Cuando se repite el proceso para remplazar la cadena no humana restante, se obtiene un anticuerpo humano
(véase el documento PCT WO 93/06213 publicado el 1 de abril de 1993). A diferencia de la humanizacién tradicional
de anticuerpos no humanos por injerto de CDR, esta técnica proporciona anticuerpos completamente humanos, que
no tienen restos FR o CDR de origen no humano.

Anticuerpos biespecificos

Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos monoclonales, preferiblemente humanos o humanizados, que tienen
especificidades de unién por al menos dos antigenos diferentes. En el presente caso, una de las especificidades de
unién es por EphB4 y la otra es por cualquier otro antigeno. Anticuerpos biespecificos ejemplares pueden unirse a
dos epitopos diferentes de la proteina EphB4. Los anticuerpos biespecificos también pueden usarse para localizar
agentes citotoxicos para células que expresan EphB4. Estos anticuerpos poseen un brazo de unién a EphB4 y un
brazo que se une al agente citotoxico (por ejemplo, saporina, anti-interferon-a., alcaloide de la vinca, cadena de ricina
A, metotrexato o hapteno de is6topo radiactivo). Los anticuerpos biespecificos pueden prepararse como anticuerpos
de longitud completa o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, anticuerpos biespecificos F(ab'),).

Los métodos para preparar anticuerpos biespecificos son conocidos en la técnica. Tradicionalmente, la produccion
recombinante de anticuerpos biespecificos se basa en la co-expresién de dos pares de cadena pesada-cadena
ligera de inmunoglobulina, donde las dos cadenas pesadas tienen diferentes especificidades (Milstein y Cuello,
Nature, 305: 537 (1983)). A causa de la variedad aleatoria de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina, estos
hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de 10 diferentes moléculas de anticuerpo, de las cuales
solamente una tiene la estructura biespecifica correcta. La purificacion de la molécula correcta, que se hace
habitualmente por etapas de cromatografia de afinidad, es bastante engorrosa, y los rendimientos de producto son
bajos. Se describe procedimientos similares en el documento WO 93/08829 publicado el 13 de mayo de 1993, y en
Traunecker el al, EMBOJ., 10: 3655 (1991).

De acuerdo con un enfoque diferente y mas preferido, se fusionan dominios variables de anticuerpo con las
especificidades de union deseadas (sitios de combinacién anticuerpo-antigeno) con secuencias de dominio
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constante de inmunoglobulina. La fusién preferiblemente es con un dominio constante de cadena pesada de
inmunoglobulina, que comprende al menos parte de las regiones bisagra, CH2, y CH3. Se prefiere tener la primera
region constante de cadena pesada (CH1), que contiene el sitio necesario para la uniéon de la cadena ligera,
presente en al menos una de las fusiones. Los ADN que codifican las fusiones de cadena pesada de
inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de inmunoglobulina, se insertan en vectores de expresion
diferentes, y se co-transfectan en un organismo hospedador adecuado. Esto proporciona gran flexibilidad en el
ajuste de las proporciones mutuas de los tres fragmentos de polipéptido en realizaciones en que proporciones
desiguales de las tres cadenas polipeptidicas usadas en la construccién proporcionan los rendimientos 6ptimos. Es
posible, sin embargo, insertar las secuencias codificantes para dos o las tres cadenas polipeptidicas en un vector de
expresion cuando la expresién de al menos dos cadenas polipeptidicas en proporciones iguales provoca elevados
rendimientos o cuando las proporciones no son de importancia particular.

En una realizacién preferida de este enfoque, los anticuerpos biespecificos estan compuesto por una cadena pesada
de inmunoglobulina hibrida con una primera especificidad de unién en un brazo, y un par de cadena pesada-cadena
ligera de inmunoglobulina hibrido (que proporciona una segunda especificidad de unién) en el otro brazo. Se
descubri6 que esta estructura asimétrica facilita la separacién del compuesto biespecifico deseado de las
combinaciones indeseadas de cadena de inmunoglobulina, ya que la presencia de una cadena ligera de
inmunoglobulina en solamente una mitad de la molécula biespecifica proporciona un modo facil de separacién. Este
enfoque se describe en el documento WO 94/04690. Para detalles adicionales de generacion de anticuerpos
biespecificos véase, por ejemplo, Suresh et al., Methods in Enzymology, 121:210 (1986).

De acuerdo con otro enfoque, la superficie de contacto entre un par de moléculas de anticuerpo puede modificarse
por ingenieria para maximizar el porcentaje de heterodimeros que se recuperan de cultivo celular recombinante. La
superficie de contacto preferida comprende al menos una parte del dominio C43 de un dominio constante de
anticuerpo. En este método, se remplaza una o mas cadenas laterales pequefias de aminoacido de la superficie de
contacto de la primera molécula de anticuerpo con cadenas laterales mas grandes (por ejemplo, tirosina o
triptéfano). Se crean "cavidades" compensatorias de tamafo idéntico o similar a la cadena o cadenas laterales
grandes en la superficie de contacto de la segunda molécula de anticuerpo remplazando cadenas laterales grandes
de aminoacido con otras mas pequefas (por ejemplo, alanina o treonina). Esto proporciona un mecanismo para
aumentar el rendimiento del heterodimero sobre otros productos finales indeseados tales como homodimeros.

Los anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos entrecruzados o "heteroconjugados”. Por ejemplo, uno de los
anticuerpos en el heteroconjugado puede acoplarse a avidina, el otro a biotina. Dichos anticuerpos se ha propuesto,
por ejemplo, para dirigir células del sistema inmune a células indeseadas (patente de Estados Unidos N° 4.676.980),
y para el tratamiento de infeccién por VIH (documento WO 91/00360, documento WO 92/00373, y documento EP
03089). Los anticuerpos heteroconjugados pueden prepararse usando cualquier método conveniente de
entrecruzamiento. Los agentes adecuados de entrecruzamiento son bien conocidos en la técnica, y se describen en
la patente de Estados Unidos N 4.676.980, junto con varias técnicas de entrecruzamiento.

Las técnicas para generar anticuerpos biespecificos a partir de fragmentos de anticuerpo también se han descrito en
la bibliografia. Por ejemplo, pueden prepararse anticuerpos biespecificos usando enlace quimico. Brennan et al.,
Science, 229: 81 (1985) describen un procedimiento donde anticuerpos intactos se escinden proteoliticamente para
generar fragmentos F(ab’).. Estos fragmentos se reducen en presencia del agente de complejos de ditiol arsenito
sodico para estabilizar ditioles vecinales y evitar la formacién de disulfuro intermolecular. Los fragmentos Fab'
generados después se convierten en derivados de tionitrobenzoato (TNB). Uno de los derivados Fab'-TNB después
se vuelve a convertir en el Fab'-tiol por reduccion con mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad equimolar del
otro derivado Fab'-TNB para formar el anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos pueden
usarse como agentes para la inmovilizacion selectiva de enzimas.

El reciente progreso ha facilitando la recuperacién directa de fragmentos Fab'-SH de E. coli, que pueden acoplarse
quimicamente para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby et al., J. Exp. Med., 175: 217-225 (1992) describen la
produccion de una molécula de anticuerpo biespecifico completamente humanizado F(ab').. Cada fragmento Fab' se
secret6 por separado de E. coli y se sometié a acoplamiento quimico dirigido in vitro para formar el anticuerpo
biespecifico. El anticuerpo biespecifico formado de este modo fue capaz de unirse a células que sobre-expresaban
el receptor HER2 y células T humanas normales, asi como de desencadenar la actividad litica de linfocitos
citotéxicos humanos contra dianas de tumor de mama humano.

También se han descrito diversas técnicas para preparar y aislar fragmentos de anticuerpo biespecifico directamente
de cultivo celular recombinante. Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos usando cremalleras de
leucina. Kostelny et al., J. Immunol., 148(5):1547-1553 (1992). Los péptidos de cremallera de leucina de las
proteinas Fos y Jun se ligaron a las partes Fab' de dos anticuerpos diferentes por fusiéon génica. Los homodimeros
de anticuerpo se redujeron en la regién bisagra para formar monémeros y después se re-oxidaron para formar los
heterodimeros de anticuerpo. Este método también puede utilizarse para la produccién de homodimeros de
anticuerpo. La tecnologia de "diacuerpo" descrita por Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448
(1993) ha proporcionado un mecanismo alternativo para preparar fragmentos de anticuerpo biespecifico. Los
fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de cadena
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ligera (VL) por un enlazador que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la
misma cadena. Por consiguiente, los dominios VH y VL de un fragmento se fuerzan a emparejarse con los dominios
VL y VH complementarios de otro fragmento, formando de este modo dos sitios de union a antigeno. También se ha
informado de otra estrategia para preparar fragmentos de anticuerpo biespecifico mediante el uso de dimeros de Fv
de cadena sencilla (sFv). Véase Gruber et al., J. Immunol., 152:5368 (1994).

Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, pueden prepararse anticuerpos triespecificos.
Tutt et al. J. Immunol. 147: 60 (1991).

Anticuerpos multivalentes

Un anticuerpo multivalente puede internalizarse (y/o catabolizarse) mas rapido que un anticuerpo bivalente por una
célula que expresa un antigeno al cual se unen los anticuerpos. Los anticuerpos de la presente invencion pueden
ser anticuerpo multivalentes (que son diferentes de la clase IgM) con tres o mas sitios de uniéon a antigeno (por
ejemplo, anticuerpos tetravalentes), que pueden producirse facilmente por expresién recombinante de acido nucleico
que codifica las cadenas polipeptidicas del anticuerpo. El anticuerpo multivalente puede comprender un dominio de
dimerizacién y tres o mas sitios de union a antigeno. El dominio de dimerizacion preferido comprende (o consiste en)
una regién Fc o una region bisagra. En este escenario, el anticuerpo comprendera una region Fc y tres o mas sitios
de union a antigeno amino-terminales a la region Fc. El anticuerpo multivalente preferido en este documento
comprende (o consiste en) tres a aproximadamente ocho, pero preferiblemente cuatro, sitios de unién a antigeno. El
anticuerpo multivalente comprende al menos una cadena polipeptidica (y preferiblemente dos cadenas
polipeptidicas), donde la cadena o cadenas polipeptidicas comprenden dos o mas dominios variables. Por ejemplo,
la cadena o cadenas polipeptidicas pueden comprender VD1-(X1)n -VD2-(X2)n -Fc, donde VD1 es un primer
dominio variable, VD2 es un segundo dominio variable, Fc es una cadena polipeptidica de una regién Fc, X1 y X2
representan un aminodacido o polipéptido, y n es 0 o 1. Por ejemplo, la cadena o cadenas polipeptidicas pueden
comprender: VH-CH1-enlazador flexible-VH-CH1-cadena de regién Fc; o VH-CH1-VH-CH1-cadena de region Fc. El
anticuerpo multivalente en este documento preferiblemente comprende adicionalmente al menos dos (y
preferiblemente cuatro) polipéptidos de dominio variable de cadena ligera. El anticuerpo multivalente en este
documento puede comprender, por ejemplo, de aproximadamente dos a aproximadamente ocho polipéptidos de
dominio variable de cadena ligera. Los polipéptidos de dominio variable de cadena ligera contemplados aqui
comprenden un dominio variable de cadena ligera y, opcionalmente, comprenden adicionalmente un dominio CL.

Variantes de anticuerpo

En algunas realizaciones, se contemplan una o mas modificaciones de secuencia de aminoacidos de los anticuerpos
descritos en este documento. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de unién y/u otras propiedades
biolégicas del anticuerpo. Las variantes de secuencia de amino&cidos del anticuerpo se preparan introduciendo
cambios apropiados de nucledtido en el acido nucleico del anticuerpo, o por sintesis peptidica. Dichas
modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones de, y/o inserciones en y/o sustituciones de, restos dentro de las
secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Cualquier combinacion de delecion, insercion, y sustitucion se hace para
llegar a la construccion final, con la condicion de que la construccion final posea las caracteristicas deseadas. Las
alteraciones de aminoé&cidos pueden introducirse en la secuencia de aminoacidos del anticuerpo objeto en el
momento en que se prepara la secuencia.

Un método Util para la identificacién de ciertos restos o regiones del anticuerpo que son localizaciones preferidas
para mutagénesis se llama "mutagénesis por barrido con alanina" como se describe por Cunningham y Wells (1989)
Science, 244:1081-1085. Aqui, se identifica un resto o grupo de restos diana (por ejemplo, restos cargados tales
como arg, asp, his, lys, y glu) y se remplazan por un aminodcido neutro o cargado negativamente (mas
preferiblemente alanina o polialanina) para afectar la interaccion de los aminoacidos con el antigeno. Aquellas
localizaciones de aminoacido que demuestran sensibilidad funcional a las sustituciones entonces se refinan
introduciendo variantes adicionales o diferentes en, o para, los sitios de sustitucion. Por tanto, aunque el sitio para
introducir una variacion de secuencia de aminoacidos esta predeterminada, la naturaleza de la mutacién per se no
tiene que estar predeterminada. Por ejemplo, para analizar el funcionamiento de una mutacion en un sitio dado, se
realiza mutagénesis por barrido con ala o aleatoria en el codén o regién diana y se exploran las inmunoglobulinas
expresadas para la actividad deseada.

Las inserciones de secuencia de aminoacidos incluyen fusiones amino- y/o carboxilo-terminales que varian en
longitud de uno resto hasta polipéptidos que contienen cien 0 mas restos, asi como inserciones intrasecuencia de
uno solamente o multiples restos de aminodacido. Ejemplos de inserciones terminales incluyen un anticuerpo con un
resto metionilo N-terminal o el anticuerpo fusionado a un polipéptido citotoxico. Otras variaciones de insercion de la
molécula de anticuerpo incluyen la fusion al extremo N- o C-terminal del anticuerpo a una enzima (por ejemplo, para
ADEPT) o un polipéptido que aumenta la vida media en suero del anticuerpo.

La glucosilacién de polipéptidos es normalmente ligada a N o ligada a O. Ligada a N se refiere a la union del resto

de carbohidrato a la cadena lateral de un resto de asparagina. Las secuencias tripeptidicas asparagina-X-serina y
asparagina-X-treonina, donde X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento
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para la unién enzimatica del resto de carbohidrato a la cadena lateral de asparagina. Por tanto, la presencia de
cualquiera de estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido crea un sitio potencial de glucosilacién. Glucosilacion
ligada a O se refiere a la union de uno de los azlcares N-actilgalactosamina, galactosa, o xilosa a un
hidroxiaminoacido, mas habitualmente serina o treonina, aunque también puede usarse 5-hidroxiprolina o 5-
hidroxilisina.

La adicion de sitios de glucosilacion al anticuerpo se consigue convenientemente alterando la secuencia de
aminoacidos de modo que contenga una o mas de las secuencias tripeptidicas descritas anteriormente (para sitios
de glucosilacion ligada a N). La alteracion también puede hacerse mediante la adicion de, o sustitucion por, uno o
mas restos de serina o treonina a la secuencia del anticuerpo original (para sitios de glucosilacion ligada a O).

Cuando el anticuerpo comprende una regién Fc, el carbohidrato unido al mismo puede estar alterado. Por ejemplo,
se describen anticuerpos con una estructura de carbohidrato madura que carece de fucosa unida a una region Fc
del anticuerpo en la solicitud de patente de Estados Unidos N¢ US 2003/0157108 (Presta, L.). Véase también el
documento US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Se mencionan anticuerpos con una N-
acetilglucosamina (GIcNAc) bisectante en el carbohidrato unido a una regién Fc del anticuerpo en el documento WO
2003/011878, Jean-Mairet et al. y la patente de Estados Unidos N°® 6.602.684, Umana et al. Se informa de
anticuerpos con al menos un resto de galactosa en el oligosacaridos unido a una region Fc del anticuerpo en el
documento WO 1997/30087, Patel et al. Véase, también, el documento WO 1998/58964 (Raju, S.) y el documento
WO 1999/22764 (Raju, S.) que se refiere a anticuerpos con carbohidrato alterado unido a la regién Fc de los
mismos. Véase también el documento US 2005/0123546 (Umana et al.) sobre moléculas de unidén a antigeno con
glucosilacién modificada.

La variante de glucosilacion preferida en este documento comprende una region Fc, donde una estructura de
carbohidrato unida a la regién Fc carece de fucosa. Dichas variantes tiene funcion ADCC mejorada. Opcionalmente,
la regiébn Fc comprende adicionalmente una o mas sustituciones de aminoacido en la misma que mejoran
adicionalmente la ADCC, por ejemplo, sustituciones en las posiciones 298, 333, y/o 334 de la region Fc (numeracion
Eu de los restos). Ejemplos de publicaciones relacionadas con anticuerpos "desfucosilados" o "deficientes en
fucosa" incluyen: US 2003/0157108; WO 2000/61739; WO 2001/29246; US 2003/0115614; US 2002/0164328; US
2004/0093621; US 2004/0132140; US 2004/0110704; US 2004/0110282; US 2004/0109865; WO 2003/085119; WO
2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778; WO2005/053742; Okazaki et al. J. Alol. Biol. 336:1239-1249
(2004); Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004). Ejemplos de lineas celulares que producen
anticuerpos desfucosilados incluyen células Lec13 CHO deficientes en fucosilacion de proteinas (Ripka et al. Arch.
Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986); solicitud de patente de Estados Unidos N° US 2003/0157108 A1, Presta, L;
y documento WO 2004/056312 A1, Adams et al., especialmente en el Ejemplo 11), y lineas celulares knockout, tales
como células CHO FUTS8, gen de la alfa-1,6-fucosiltransferasa, knockout (Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87:
614 (2004)).

Otro tipo de variante es una variante de sustitucion de aminodcidos. Estas variantes tienen al menos un resto de
aminoacido en la molécula de anticuerpo remplazado por un resto diferente. Los sitios de mayor interés para
mutagénesis de sustitucion incluyen las regiones hipervariables, pero también se contemplan alteraciones en FR. Se
muestran sustituciones conservativas en la Tabla 1 bajo el encabezado de "sustituciones preferidas”. Si dichas
sustituciones provocan un cambio en la actividad bioldgica, entonces pueden introducirse cambios mas sustanciales,
denominados "sustituciones ejemplares” en la Tabla 1, o como se describe adicionalmente a continuaciéon en
referencia a clases de aminoacidos, y explorarse los productos.

Tabla 1

Resto original Sustituciones ejemplares Sustituciones preferidas
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; GiIn; Asn Lys
Asn (N) Gin; His; Asp, Lys; Arg Gin
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
Gin (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gin Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; GIn; Lys; Arg Arg
lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina |Leu
Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe |lle
Lys (K) Arg; GIn; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2526204 T3

Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina (Leu

Se consiguen modificaciones sustanciales en las propiedades biolégicas del anticuerpo seleccionando sustituciones
que difieren significativamente en su efecto sobre el mantenimiento de (a) la estructura del esqueleto polipeptidico
en el area de sustitucion, por ejemplo, como una conformacion en lamina o helicoide, (b) la carga o hidrofobicidad de
la molécula en el sitio diana, o (c) el volumen de la cadena lateral. Los restos de origen natural se dividen en grupos
basados en propiedades comunes de cadena lateral:

(1) hidréfobos: norleucina, met, ala, val, leu, ile;
(2) hidrdfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;
(3) acidos: asp, glu;
(4) basicos: his, lys, arg;
(5) restos que influyen en la orientacién de la cadena: gly, pro;y
(6) aromaticos: trp, tyr, phe.
Las sustituciones no conservativas implicaran intercambiar un miembro de una de estas clases por otra clase.

Un tipo de variante de sustitucion implica sustituir uno o méas restos de regiéon de un anticuerpo precursor (por
ejemplo, un anticuerpo humanizado o humano). Generalmente, la variante o variantes resultantes seleccionadas
para desarrollo adicional tendran propiedades biol6gicas mejoradas respecto al anticuerpo precursor a partir del cual
se generan. Un modo conveniente para generar dichas variantes de sustitucion implica la maduracion de afinidad
usando presentacién en fagos. En resumen, se mutan varios sitios de region hipervariable (por ejemplo, 6-7 sitios)
para generar todas las posibles sustituciones de aminodcido en cada sitio. Los anticuerpos generados de este modo
se presentan a partir de particulas de fagos filamentosos como fusiones con el producto del gen Il de M13
empaquetados en cada particula. Las variantes presentadas en fago después se exploran para su actividad
bioldgica (por ejemplo, afinidad de unién) como se describe en este documento. Para identificar sitios candidatos de
region hipervariable para modificacién, puede realizarse mutagénesis por barrido con alanina para identificar restos
de region hipervariable que contribuyen significativamente a la union de antigeno. Como alternativa, o
adicionalmente, puede ser beneficioso analizar una estructura cristalina del complejo antigeno-anticuerpo para
identificar puntos de contacto entre el anticuerpo y el antigeno. Dichos restos de contacto y los restos adyacentes
son candidatos para sustitucion de acuerdo con las técnicas elaboradas en este documento. Una vez generadas
dichas variantes, el panel de variantes se somete a exploracién como se describe en este documento y pueden
seleccionarse anticuerpos con propiedades superiores en uno 0 mas ensayos relevantes para desarrollo adicional.

Las moléculas de acido nucleico que codifican variantes de secuencia de aminoacidos del anticuerpo se preparan
mediante diversos métodos conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen, aunque sin limitacion, aislamiento de
una fuente natural (en el caso de variantes de secuencia de aminoacidos de origen natural) o preparacién por
mutagénesis mediada por oligonucledétido (o dirigida al sitio), mutagénesis por PCR, y mutagénesis de casete de una
variante previamente preparada o una version no variante del anticuerpo.

Puede ser deseable introducir una o mas modificaciones de aminoacido en una regién Fc de los polipéptidos de
inmunoglobulina de la invencion, generando de este modo una variante de regiéon Fc. La variante de region Fc puede
comprender una secuencia de region Fc humana (por ejemplo, una regién Fc de IgG1, 19G2, IgG3 o IgG4 humana)
que comprende una modificacion de aminoacido (por ejemplo, una sustitucién) en una o mas posiciones de
aminoacido incluyendo la de una cisteina bisagra. De acuerdo con esta descripcion y los contenidos de la técnica, se
contempla que en algunas realizaciones, un anticuerpo usado en métodos de la invencién puede comprender una o
mas alteraciones en comparacion con el anticuerpo equivalente de tipo silvestre, por ejemplo en la regién Fc. Estos
anticuerpos no obstante retendrian sustancialmente las mismas caracteristicas necesarias para su utilidad
terapéutica en comparacion con su equivalente de tipo silvestre. Por ejemplo, se cree que pueden hacerse ciertas
alteraciones en la region Fc que provocarian una union a C1q y/o citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)
alterada (es decir, mejorada o disminuida), por ejemplo, como se describe en el documento W099/51642. Véase
también Duncan y Winter Nature 322:738-40 (1988); la patente de Estados Unidos N°® 5.648.260; la patente de
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Estados Unidos N° 5.624.821; y el documento W094/29351 respecto a otros ejemplos de variantes de region Fc. El
documento W0O00/42072 (Presta) y el documento WO 2004/056312 (Lowman) describen variantes de anticuerpo
con unién mejorada o disminuida a FcR. Véase, también, Shields et al. J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001). Se
describen anticuerpos con vidas medias aumentadas y unién mejorada al receptor Fc neonatal (FCRn), que es
responsable de la transferencia de IgG maternas al feto (Guyeret al., J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim et al., J.
Immunol. 24:249 (1994)), en el documento US2005/0014934A1 (Hinton et al.). Estos anticuerpos comprenden una
region Fc con uno o més sustituciones en la misma que mejoran la unién de la regiéon Fc a FcRn. Se describen
variantes polipeptidicas con secuencias de aminoacidos alteradas de regién Fc y capacidad aumentada o disminuida
de unién a C1q en la patente de Estados Unidos N° 6.194.551B1, el documento W099/51642. Véase, también,
Idusogie et al. J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

Derivados de anticuerpo

Los anticuerpos de la presente invencion pueden modificarse adicionalmente para que contengan motivos no
proteicos adicionales que se conocen en la técnica y estan facilmente disponibles. Preferiblemente, los motivos
adecuados para derivatizacion del anticuerpo son polimeros solubles en agua. Ejemplos no limitantes de polimeros
solubles en agua incluyen, aunque sin limitacion, polietilenglicol (PEG), copolimeros de etilenglicol/propilenglicol,
carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano,
copolimero de etileno/anhidrido maleico, poliaminoacidos (homopolimeros o copolimeros aleatorios), y dextrano o
poli(n-vinilpirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de propropilenglicol, copolimeros de Oxido de
prolipropileno/éxido de etileno, polioles polioxietilados (por ejemplo, glicerol), alcohol polivinilico, y mezclas de los
mismos. El polietilenglicol propionaldehido puede tener ventajas en la fabricacién debido a su estabilidad en agua. El
polimero puede ser de cualquier peso molecular, y puede estar ramificado o no ramificado. La cantidad de polimeros
unidos al anticuerpo puede variar, y si se une mas de un polimero, pueden ser moléculas iguales o diferentes. En
general, la cantidad y/o tipo de polimeros usados para derivatizacion puede determinarse basandose en
consideraciones que incluyen, aunque sin limitacién, las propiedades o funciones particulares del anticuerpo a
mejorar, si el derivado de anticuerpo se usara en una terapia en condiciones definidas, etc.

Seleccion de anticuerpos con propiedades deseadas

Los anticuerpos de la presente invencién pueden caracterizarse por sus propiedades fisicas/quimicas y funciones
biol6gicas por diversos ensayos conocidos en la técnica. En algunas realizaciones, los anticuerpos se caracterizan
por una cualquiera o0 mas de reduccién o bloqueo de activacion de EphB4, reduccion o bloqueo de la sefalizacion
corriente abajo de EphB4, reduccién o blogueo de activacion de ligando EphB4, reduccion o bloqueo de sefalizacion
molecular corriente abajo de ligando EphB4, alteracién o bloqueo de la unién de ligando (por ejemplo, efrina-B1,
efrina-B2, y/o efrina-B3) a EphB4, fosforilacion de EphB4 y/o multimerizacién de EphB4, y/o la fosforilacién de
ligando EphB4, y/o tratamiento y/o prevencién de un tumor, trastorno proliferativo celular o un cancer; y/o tratamiento
o prevencion de un trastorno asociado con la expresion y/o actividad de EphB4 (tal como expresion y/o actividad
aumentada de EphB4).

Los anticuerpos purificados pueden caracterizarse adicionalmente por una serie de ensayos incluyendo, aunque sin
limitacion, secuenciacién N-terminal, andlisis de aminoacidos, cromatografia liquida a alta presion (HPLC) por
exclusién de tamafo no desnaturalizante, espectrometria de masas, cromatografia de intercambio y digestion con
papaina.

En ciertas realizaciones de la invencién, los anticuerpos producidos en este documento se analizan para su actividad
biolégica. En algunas realizaciones, los anticuerpos de la presente invencion se ensayan para su actividad de unién
a antigeno. Los ensayos de unién a antigeno que son conocidos en la técnica y pueden usarse en este documento
incluyen sin limitacion cualquier ensayo de unién directa o competitiva usando técnicas tales como trasferencia de
western, radioinmunoensayos, ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas), inmunoensayos tipo
"sandwich", ensayos de inmunoprecipitacion, inmunoensayos fluorescentes, e inmunoensayos de proteina A. Se
proporcionan ensayos de unién a antigeno ilustrativos a continuacion en la seccion de Ejemplos.

En otra realizacion mas, la invencién proporciona anticuerpos monoclonales anti-EphB4 que compiten con
anticuerpo 30.35, 30.35.1D2 y/o 30.35.2D8 por la unién a EphB4. Dichos anticuerpos competidores incluyen
anticuerpos que reconocen un epitopo EphB4 que es igual a o solapa con el epitopo EphB4 reconocido por el
anticuerpo 30.35, 30.35.1D2 y/o 30.35.2D8. Dichos anticuerpos competidores pueden obtenerse por exploraciéon de
sobrenadantes de hibridoma anti-EphB4 para la uniéon a EphB4 inmovilizado en competicién con anticuerpo 30.35,
30.35.1D2 y/o 30.35.2D8 marcado. Un sobrenadante de hibridoma que contiene anticuerpo competidor reducira la
cantidad de anticuerpo marcado unido detectado en la mezcla de uniéon de competicion objeto en comparacién con
la cantidad de anticuerpo marcado unido detectado en una mezcla de unién de control que contiene anticuerpo
irrelevante (o ausente). Es adecuado cualquier ensayo de unién de competicion descrito en este documento para su
uso en el procedimiento anterior.

En otro aspecto, la invencidn proporciona un anticuerpo monoclonal anti-EphB4 que comprende una o mas (tal como
2, 3, 4, 5, y/o 6) HVR del anticuerpo 30.35, 30.35.1D2 o 30.35.2D8. Un anticuerpo monoclonal anti-EphB4 que
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comprende una o mas HVR de 30.35, 30.35.1D2 y/o 30.35.2D8 puede construirse injertando una o mas HVR de
30.35, 30.35.1D2 y/o 30.35.2D8 en una secuencia de anticuerpo molde, por ejemplo una secuencia de anticuerpo
humano que esta muy cercana a la correspondiente secuencia murina del anticuerpo precursor, 0 una secuencia
consenso de todos los anticuerpos humanos en el subgrupo particular de la cadena ligera o pesada del anticuerpo
precursor, y que expresa la secuencia o secuencias variables resultantes quiméricas de cadena ligera y/o pesada,
con o sin secuencia o secuencias de regién constante complementarias, en células hospedadoras recombinantes
como se describe en este documento.

Los anticuerpos anti-EphB4 de la invencién que poseen las propiedades Unicas descritas en este documento pueden
obtenerse explorando clones de hibridoma anti-EphB4 para las propiedades deseadas por cualquier método
conveniente. Por ejemplo, si se desea un anticuerpo monoclonal anti-EphB4 que bloquee o no bloquee la unién de
ligandos EphB4 a EphB4, el anticuerpo candidato puede ensayarse en un ensayo de competicion de unién, tal como
un ELISA de unién competitiva, donde se recubren los pocillos de la placa con EphB4, y se estratifica una solucion
de anticuerpo en un exceso del ligando Eph de interés sobre las placas recubiertas, y se detecta anticuerpo unido de
forma enzimatica, por ejemplo poniendo en contacto el anticuerpo unido con anticuerpo anti-lg conjugado con HRP o
anticuerpo anti-Ig biotinilado y desarrollando la reaccién de color de HRP, por ejemplo revelando placas con
estreptavidina-HRP y/o per6xido de hidrogeno y detectando la reaccion de color de HRP por espectrofotometria a
490 nm con un lector de placa ELISA.

Si se desea un anticuerpo anti-EphB4 que inhibe o activa la activacion de EphB4, el anticuerpo candidato puede
ensayarse en un ensayo de fosforilacion de EphB4. Dichos ensayos son conocidos en la técnica y uno de estos
ensayos se describe en la seccién de Ejemplos.

Si se desea un anticuerpo anti-EphB4 que inhiba el crecimiento celular, el anticuerpo candidato puede ensayarse en
ensayos in vitro y/o in vivo que miden la inhibicion del crecimiento celular. Dichos ensayos son conocidos en la
técnica y se describen adicionalmente y ejemplifican en este documento.

En una realizacion, la presente invencion contempla un anticuerpo alterado que posee algunas pero no todas las
funciones efectoras, que lo hacen un candidato deseado para muchas aplicaciones en que la vida media del
anticuerpo in vivo es importante pero ciertas funciones efectoras (tales como complemento y ADCC) son
innecesarias o perjudiciales. En ciertas realizaciones, las actividades Fc de la inmunoglobulina producida se miden
para asegurar que se mantienen solamente las propiedades deseadas. Pueden realizarse ensayos de citotoxicidad
in vitro y/o in vivo para confirmar la reduccién/disminucién de actividades CDC y/o ADCC. Por ejemplo, pueden
realizarse ensayos de union de receptor Fc (FCR) para asegurar que el anticuerpo carece de unién a FcyR (por tanto
probablemente carece de actividad ADCC), pero retiene capacidad de unién a FcRn. Las células primarias para
mediar la ADCC, las células NK, expresan FcyRIIl solamente, mientras que los monocitos expresan FcyRI, FcyRlIl y
FcyRIIl. La expresion de FcR en células hematopoyéticas se resumen en la Tabla 3 en la pagina 464 de Ravetch y
Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991). Un ejemplo de un ensayo in vitro para evaluar la actividad ADCC de
una molécula de interés se describe en la patente de Estados Unidos N® 5.500.362 o 5.821.337. Células efectoras
utiles para dichos ensayos incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y linfocitos citoliticos
naturales (NK). Como alternativa, o adicionalmente, la actividad ADCC de la molécula de interés puede evaluarse in
vivo, por ejemplo, en un modelo animal tal como el descrito en Clynes et al. PNAS (USA) 95:652-656 (1998).
También pueden realizarse ensayos de unién a C1q para confirmar que el anticuerpo es incapaz de unirse a C1qy
por tanto carece de actividad CDC. Para evaluar la activaciéon del complemento, puede realizarse un ensayo de
CDC, por ejemplo como se describe en Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996). También
pueden realizarse determinaciones de la unién a FcRn y eliminacion/vida media in vivo usando métodos conocidos
en la técnica, por ejemplo aquellos descritos en la seccidén de Ejemplos.

Vectores, células hospedadoras y métodos recombinantes

Para la produccion recombinante de un anticuerpo de la invencion, el acido nucleico que lo codifica se aisla y se
inserta en un vector replicable para clonacion adicional (amplificacion del ADN) o para expresién. EI ADN que
codifica el anticuerpo se aisla facilimente y se secuencia usando procedimientos convencionales (por ejemplo,
usando sondas oligonucleotidicas que son capaces de unirse especificamente a genes que codifican la cadena
pesada y ligera del anticuerpo). Estan disponibles muchos vectores. La eleccion del vector depende en parte de la
célula hospedadora a usar. Generalmente, las células hospedadoras preferidas son de origen procariota o eucariota
(generalmente de mamifero). Se apreciara que pueden usarse regiones constantes de cualquier isotipo para este fin,
incluyendo regiones constantes de IgG, IgM, IgA, IgD, e IgE, y que dichas regiones constantes pueden obtenerse de
cualquier especie humana o animal.

a. Generacion de anticuerpos usando célula hospedadoras procariotas:
i. Construccion de vector

Las secuencias polinucleotidicas que codifican los componentes de polipéptido del anticuerpo de la invencion
pueden obtenerse usando técnicas recombinantes convencionales. Las secuencias de polinucledtido deseadas
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pueden aislarse y secuencias a partir de células productoras de anticuerpo tales como células de hibridoma. Como
alternativa, pueden sintetizarse polinucledtidos usando sintetizador de nucleétidos o técnicas de PCR. Una vez
obtenidas, las secuencias que codifican los polipéptidos se insertan en un vector recombinante capaz de replicar y
expresar polinucleétidos heterélogos en hospedadores procariotas. Muchos vectores que estan disponibles y son
conocidos en la técnica pueden usarse para el propdsito de la presente invencion. La seleccion de un vector
apropiado dependera principalmente del tamafo de los acidos nucleicos a insertar en el vector y la célula
hospedadora particular a transformar con el vector. Cada vector contiene diversos componentes, dependiendo de su
funciéon (amplificacion o expresién de polinucleétido heter6logo, o ambas) y su compatibilidad con la célula
hospedadora particular en que reside. Los componentes del vector generalmente incluyen, aunque sin limitacion: un
origen de replicacién, un gen marcador de selecciéon, un promotor, un sitio de unién al ribosoma (RBS), una
secuencia sefial, el inserto de acido nucleico heterdlogo y una secuencia de terminacion de la transcripcion.

En general, se usan vectores plasmidicos que contienen secuencias de replicon y control que se obtienen de
especies compatibles con la célula hospedadora en conexién con estos hospedadores. El vector habitualmente porta
un sitio de replicacién, asi como secuencias marcadoras que son capaces de proporcionar seleccion fenotipica en
células transformadas. Por ejemplo, E. coli normalmente se transforma usando pBR322, un plasmido derivado9 de
una especie de E. coli. pBR322 contiene genes que codifican resistencia a ampicilina (Amp) y tetraciclina (Tet) y por
tanto proporciona un medio facil para identificar células transformadas. pBR322, sus derivados, u otros plasmidos
microbianos o bacteriéfagos pueden contener también, o modificarse para que contengan, promotores que pueden
usarse por el organismo microbiano para la expresion de proteinas endogenas. Ejemplos de derivados de pBR322
usados para la expresion de anticuerpos particular se describen en detalle en Carter et al., patente de Estados
Unidos N 5.648.237.

Ademas, pueden usarse vectores fagicos que contiene secuencias de replicon y control que son compatible con el
microorganismo hospedador como vectores transformantes en conexién con estos hospedadores. Por ejemplo,
puede utilizarse un bacteriéfago tal como XGEM.TM.-11 en la preparacién de un vector recombinante que pueda
usarse para transformar células hospedadoras susceptibles tales como E. coli LE392.

El vector de expresion de la invencion puede comprender dos 0 mas pares promotor-cistron, que codifican cada uno
de los componentes polipeptidicos. Un promotor es una secuencia reguladora no traducida localizada cadena arriba
(5') de un cistron que modula su expresion. Los promotores procariotas normalmente pertenecen a dos clases,
inducibles y constitutivos. El promotor inducible es un promotor que inicia niveles aumentados de transcripcién del
cistron bajo su control en respuesta a cambios en las condiciones de cultivo, por ejemplo la presencia o ausencia de
un nutriente o un cambio en la temperatura.

Es bien conocida una gran cantidad de promotores reconocidos por diversas células hospedadoras potenciales. El
promotor seleccionado puede unirse de forma funcional al ADN cistrénico que codifica la cadena ligera o pesada
eliminando el promotor del ADN fuente mediante digestion con enzima de restriccion e insertando la secuencia
promotora aislada en el vector de la invencién. Puede usarse tanto la secuencia promotora nativa como muchos
promotores heterdlogos para dirigir la amplificacién y/o expresion de los genes diana. En algunas realizaciones, se
utilizan promotores heterélogos, ya que generalmente permiten mayor transcripcion y rendimientos mas elevados del
gen diana expresado en comparacion con el promotor del polipéptido diana nativo.

Los promotores adecuados para su uso con hospedadores procariotas incluyen el promotor PhoA, los sistemas
promotores de B-galactamasa y lactosa, un sistema promotor de triptéfano (irp) y promotores hibridos tales como el
promotor tac o trc. Sin embargo, también son adecuados otros promotores que son funcionales en bacterias (tal
como otros promotores conocidos de bacterias o fagos). Sus secuencias nucleotidicas se han publicado,
posibilitando de este modo que un trabajador capacitado las ligue de forma funcional a cistrones que codifican las
cadenas ligera y pesada diana (Siebenlist et al. (1980) Cell 20: 269) usando enlazadores o adaptadores para
suministrar cualquier sitio de restriccion necesario.

En un aspecto de la invencion, cada cistrén dentro del vector recombinante comprende un componente de
secuencia sefial de secrecion que dirige la traslocacién de los polipéptidos expresados a través de una membrana.
En general, la secuencia sefal puede ser un componente del vector, o puede ser una parte del ADN de polipéptido
diana que se inserta en el vector. La secuencia sefal seleccionada para el propésito de esta invencién debe ser uno
que se reconozca y procese (es decir se escinda por una peptidasa sefial) por la célula hospedadora. Para células
hospedadoras procariotas que no reconocen y procesan las secuencias sefal nativas a los polipéptidos heterélogos,
la secuencia sefal esta sustituida con una secuencia sefial procariota seleccionada, por ejemplo, entre el grupo que
consiste en los lideres de fosfatase alcalina, penicilinasa, Ipp, o enterotoxina Il estable al calor (STIl), LamB, PhoE,
PelB, OmpA y MBP. En una realizacién de la invencién, las secuencias sefial usadas en ambos cistrones del
sistema de expresién son secuencias sefal STII o variantes de las mismas.

En otro aspecto, la produccion de las inmunoglobulinas de acuerdo con la invencidon puede suceder en el citoplasma
de la célula hospedadora, y por lo tanto no requiere la presencia de secuencias sefal de secrecién dentro de cada
citron. A ese respecto, las cadenas ligera y pesada de inmunoglobulina se expresan, pliegan y ensamblan para
formar inmunoglobulinas funcionales dentro del citoplasma. Ciertas cepas hospedadoras (por ejemplo, las cepas E.
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coli trxB-) proporcionan condiciones citoplasmaticas que son favorables para la formaciéon de enlaces disulfuro,
permitiendo de este modo el plegamiento y ensamblaje apropiados de las subunidades proteicas expresadas. Proba
y Pluckthun Gene, 159:203 (1995).

Las células hospedadoras procariotas adecuadas para expresar anticuerpos de la invencién incluyen Archaebacteria
y Eubacteria, tales como organismos Gram-negativos o Gram-positivos. Ejemplos de bacterias utiles incluyen
Escherichia (por ejemplo, E. coli), Bacilli (por ejemplo, B. subtilis), Enterobacteria, especies Pseudomonas (por
ejemplo, P. aeruginosa), Salmonella typhimurium, Serratia marcescans, Klebsiella, Proteus, Shigella, Rhizobia,
Vitreoscilla, o Paracoccus. En una realizacion, se usan células gram-negativas. En una realizacion, se usan células
de E. coli como hospedadores para la invencion. Ejemplos de cepas de E. coli incluyen la cepa W3110 (Bachmann,
Cellular and Molecular Biology, vol. 2 (Washington, D.C.: American Society for Microbiology, 1987), pag. 1190-1219;
ATCC Depo6sito N® 27,325) y derivados de la misma, incluyendo la cepa 33D3 que tiene genotipo W3110 AfhuA
(AtonA) ptr3 lac Ig lacL8 AompTA(nmpc-fepE) degP41 kanR (patente de Estados Unidos N° 5.639.635). Otras cepas
y derivados de las mismas, tales como E. coli 294 (ATCC 31.446), E. coli B, E. coli A 1776 (ATCC 31.537) y E. coli
RV308 (ATCC 31.608) también son adecuadas. Estos ejemplos son ilustrativos en lugar de limitantes. Los métodos
para construir derivados de cualquiera de las bacterias mencionadas anteriormente que tienen genotipos definidos
son conocidos en la técnica y se describen en, por ejemplo, Bass et al., Proteins, 8:309-314 (1990). Generalmente
es necesario seleccionar las bacterias apropiadas teniendo en consideracion la capacidad de replicacion del replicon
en las células de una bacteria. Por ejemplo, pueden usarse adecuadamente especies E. coli, Serratia, o Salmonella
como hospedador cuando se usan plasmidos bien conocidos tales como pBR322, pBR325, pACYC177, 0 pKN410
para suministrar el replicon. Normalmente la célula hospedadora debe secretar cantidades minimas de enzimas
proteoliticas, e inhibidores adicionales de proteasa pueden incorporarse de forma deseable en el cultivo celular.

ii. Produccion de anticuerpo

Las células hospedadoras se transforman con los vectores de expresion descritos anteriormente y se cultivan en
medios nutrientes convencionales modificados segin sea apropiado para inducir promotores, seleccionar
transformantes, o amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas.

Transformacion significa introducir ADN en el hospedador procariota de modo que el ADN sea replicable, como un
elemento extracromosémico o por integrante cromosomico. Dependiendo de la célula hospedadora usada, la
transformaciéon se hace usando técnicas convencionales apropiadas para dichas células. El tratamiento con calcio
empleando cloruro de calcio se usa generalmente para células bacterianas que contienen barrenas de pared celular
sustanciales. Otro método de transformacién emplea polietilenglicol/DMSO. Otra técnica mas usada es
electroporacion.

Las células procariotas usadas para producir los polipéptidos de la invencién se cultivan en medios conocidos en la
técnica y adecuados para cultivo de las células hospedadoras seleccionadas. Ejemplos de medios adecuados
incluyen caldo luria (LB) mas suplementos nutrientes necesarios. En algunas realizaciones, el medio también
contiene un agente de seleccion, elegido basandose en la construccion del vector de expresién, para permitir
selectivamente el crecimiento de células procariotas que contienen el vector de expresion. Por ejemplo, se afiade
ampicilina al medio para el crecimiento de células que expresan gen resistente a ampicilina.

También puede incluirse cualquier suplemento necesario mas allad de fuentes de carbono, nitrégeno, y fosfato
inorganico a concentraciones apropiadas introducidas en solitario 0 como una mezcla con otro suplemento o medio
tal como una fuente de nitrégeno complejo. Opcionalmente el medio de cultivo puede contener uno o méas agentes
reductores seleccionados entre el grupo que consiste en glutation, cisteina, cistamina, tioglicolato, ditioeritritol y
ditiotreitol.

Las células hospedadoras procariotas se cultivan a temperaturas adecuadas. Para el crecimiento de E. coli, por
ejemplo, la temperatura preferida varia de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 39 °C, mas preferiblemente
de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 37 °C, incluso mas preferiblemente a aproximadamente 30 °C. El pH
del medio puede ser cualquier pH que varie de aproximadamente 5 a aproximadamente 9, dependiendo
principalmente del organismo hospedador. Para E. coli, el pH es preferiblemente de aproximadamente 6,8 a
aproximadamente 7,4, y mas preferiblemente de aproximadamente 7,0.

Si se usa un promotor inducible en el vector de expresion de la invencion, la expresion de proteina se induce en
condiciones adecuadas para la activacion del promotor. En un aspecto de la invencién, se usan promotores PhoA
para controlar la transcripcion de los polipéptidos. Por consiguiente, las células hospedadoras transformadas se
cultivan en un medio limitante de fosfato para la induccion. Preferiblemente, el medio limitante de fosfato es el medio
C.R.A.P (véase, por ejemplo, Simmons et al., J. Immunol. Methods (2002), 263:133-147). Puede usarse diversos
otros inductores, de acuerdo con la construccion de vector empleada, como se sabe en la técnica.

En una realizacion, los polipéptidos expresados de la presente invencion se secretan en y se recuperan del

periplasma de las células hospedadoras. La recuperaciéon de proteinas normalmente implica alterar el
microorganismo, generalmente mediante medios tales como choque osmético, sonicacién o lisis. Una vez las células
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se han alterado, pueden retirarse los desechos celulares o células completas por centrifugacion o filtracién. Las
proteinas pueden purificarse adicionalmente, por ejemplo, por cromatografia en resina de afinidad. Como alternativa,
las proteinas pueden transportarse en el medio de cultivo y aislarse en el mismo. Las células pueden retirarse del
cultivo y puede filtrarse el sobrenadante de cultivo y concentrarse para purificacién adicional de las proteinas
producidas. Los polipéptidos expresados pueden aislarse adicionalmente e identificarse usando métodos
habitualmente conocidos tales como electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) y ensayo de transferencia de
Western.

En un aspecto de la invencion, la produccion de anticuerpo se realiza en gran cantidad mediante un proceso de
fermentacion. Estan disponibles diversos procedimientos de fermentacion por lotes a gran escala para la produccion
de proteinas recombinantes. Las fermentaciones a gran escala tienen al menos 1000 litros de capacidad,
preferiblemente aproximadamente 1.000 a 100.000 litros de capacidad. Estos fermentadores usan impulsores
agitadores para distribuir oxigeno y nutrientes, especialmente glucosa (la fuente de carbono/energia preferida).
Fermentacion a pequefa escala se refiere generalmente a fermentacion en un fermentador que no es de mas de
aproximadamente 100 litros en capacidad volumétrica, y puede variar de aproximadamente 1 litro a
aproximadamente 100 litros.

En un proceso de fermentacion, la induccion de la expresion proteica normalmente se inicia después de que las
células se hayan cultivado en condiciones adecuadas hasta la densidad deseada, por ejemplo, una DO550 de
aproximadamente 180-220, fase en la cual las células estan en la fase estacionaria temprana. Puede usarse
diversos inductores, de acuerdo con la construccion de vector empleada, como se sabe en la técnica y se ha
descrito anteriormente. Las células pueden cultivarse durante periodos mas cortos antes de la induccién. Las células
se inducen habitualmente durante aproximadamente 12-50 horas, aunque puede usarse un tiempo de induccidon mas
largo 0 més corto.

Para mejorar el rendimiento de produccion y la calidad de los polipéptidos de la invencion, pueden modificarse
diversas condiciones de fermentacién. Por ejemplo, para mejorar el ensamblaje y plegamiento apropiados de los
polipéptidos secretados de anticuerpo, pueden usarse vectores adicionales que sobre-expresan proteinas
chaperona, tales como proteinas Dsb (DsbA, DsbB, DsbC, DsbD y o DsbG) o FkpA (una peptidilprolil cis,trans-
isomerasa con actividad chaperona) para co-transformar las células hospedadoras procariotas. Las proteinas
chaperona han demostrado facilitar el plegamiento y solubilidad apropiados de las proteinas heterdlogas producidas
en células hospedadoras bacterianas. Chen et al. (1999) J Bio Chem 274:19601-19605; Georgiou et al., patente de
Estados Unidos N° 6.083.715; Georgiou et al., patente de Estados Unidos N° 6.027.888; Bothmann y Pluckthun
(2000) J. Biol. Chem. 275:17100-17105; Ramm y Pluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275:17106-17113; Arie et al.
(2001) Mol. Microbiol. 39:199-210.

Para minimizar la proteolisis de las proteinas heterélogas expresadas (especialmente aquellas que son
proteoliticamente sensibles), pueden usarse ciertas cepas hospedadoras deficientes en enzimas proteoliticas para la
presente invencion. Por ejemplo, pueden modificarse cepas de células hospedadoras para efectuar una o mas
mutaciones genéticas en los genes que codifican proteasas bacterianas conocidas tales como Proteasa Ill, OmpT,
DegP, Tsp, Proteasa |, Proteasa Mi, Proteasa V, Proteasa VI y combinaciones de las mismas. Algunas cepas
proteasa-deficientes de E. coli estan disponibles y se describen en, por ejemplo, Joly et al. (1998), supra; Georgiou
et al., patente de Estados Unidos N° 5.264.365; Georgiou et al., patente de Estados Unidos N® 5.508.192; Hara et
al., Microbial Drug Resistance, 2:63-72 (1996).

En una realizacién, se usan cepas de E. coli deficientes en enzimas proteoliticas y transformadas con plasmidos que
sobre-expresan una o mas proteinas chaperona como células hospedadoras en el sistema de expresion de la
invencion.

iii. Purificacion de anticuerpo

Pueden emplearse métodos convencionales de purificacién de proteinas conocidos en la técnica. Los siguientes
procedimientos son ejemplares de procedimientos adecuados de purificacion: fraccionamiento en columnas de
inmunoafinidad o intercambio i6nico, precipitacion con etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia sobre silice o en
resina de intercambio catidnico tal como DEAE, cromatoenfoque, SDS-PAGE, precipitacion con sulfato de amonio, y
filtracion en gel usando, por ejemplo, Sephadex G-75.

En un aspecto, se usa proteina A inmovilizada en una fase sélida para purificacion por inmunoafinidad de los
productos de anticuerpo de longitud completa de la invencion. La proteina A es una proteina de pared celular de 41
kD de Staphylococcus aureus que se une con una elevada afinidad a la region Fc de anticuerpos. Lindmark et al
(1983) J. Immunol. Meth. 62:1-13. La fase sélida en la que se inmoviliza la proteina A es preferiblemente una
columna que comprende una superficie de vidrio o silice, mas preferiblemente una columna de vidrio de poro
controlado o una columna de &cido silicico. En algunas aplicaciones, la columna se ha recubierto con un reactivo, tal
como glicerol, en un intento por evitar la adherencia no especifica de contaminantes.
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Como primera etapa de purificacion, la preparacion derivada del cultivo como se ha descrito anteriormente se aplica
a la fase sélida con proteina A inmovilizada para permitir la unién especifica del anticuerpo de interés a proteina A.
La fase solido después se lava para retirar los contaminantes unidos de forma no especifica a la fase soélida.
Finalmente el anticuerpo de interés se recupera de la fase sélida por elucién.

b. Generacion de anticuerpos usando células hospedadoras eucariotas:

Los componentes de vector generalmente incluyen, aunque sin limitacién, uno o mas de los siguientes: una
secuencia senal, un origen de replicacién, uno o mas genes marcadores, un elemento potenciador, un promotor, y
una secuencia de terminacién de la transcripcion.

(i) Componente de secuencia senal

Un vector para su uso en una célula hospedadora eucariota también puede contener una secuencia sefial u otro
polipéptido que tenga un sitio de escision especifico en el extremo N-terminal de la proteina madura o polipéptido de
interés. La secuencia sefal heteréloga seleccionada preferiblemente es una que se reconoce y procesa (es decir, se
escinde por una peptidasa sefial) por la célula hospedadora. En expresion celular de mamifero, estan disponibles
secuencias sefial de mamifero asi como lideres de secrecion viral, por ejemplo, la sefial gD de herpes simple.

El ADN para dicha regién precursora esta ligado en fase de lectura al ADN que codifica el anticuerpo.
(i) Origen de replicacion

Generalmente, un componente de origen de replicaciéon no es necesario APRA vectores de expresién de mamifero.
Por ejemplo, el origen de SV40 puede usarse normalmente solamente porque contiene el promotor temprano.

(iii) Componente de gen de seleccion

Los vectores de expresion y clonacién pueden contener un gen de seleccién, también llamado marcador de
seleccién. Los genes tipicos de seleccion codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibiéticos u otras
toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato, o tetraciclina, (b) deficiencias auxotréficas
complementarias, cuando sea relevante, o (c) suministro de nutrientes criticos no disponibles en el medio complejo.

Un ejemplo de un esquema de seleccion utiliza un farmaco para detener el crecimiento de una célula hospedadora.
Esas células que se transforman satisfactoriamente con un gen heter6logo producen una proteina que confiere
resistencia a farmacos y por tanto sobreviven al régimen de seleccion. Ejemplos de dicha seleccion dominante usan
los farmacos neomicina, &cido micofendlico e higromicina.

Otro ejemplo de marcadores de seleccidon adecuados para células de mamifero son aquellos que posibilitan la
identificacion de células competente para captar el acido nucleico de anticuerpo, tal como DHFR, timidina quinasa,
metalotioneina-l y -Il, preferiblemente genes de metalotioneina de primate, adenosina desaminasa, ornitina
descarboxilasa, etc.

Por ejemplo, las células transformadas con el gen de seleccién DHFR se identifican primer cultivando todos los
transformantes en un medio de cultivo que contiene metotrexato (Mtx), un antagonista competitivo de DHFR. Una
célula hospedadora apropiada cuando se emplea DHFR de tipo silvestre es la linea celular de ovario de hamster
chino (CHO) deficiente en actividad DHFR (por ejemplo, ATCC CRL-9096).

Como alternativa, pueden seleccionarse células hospedadoras (particularmente hospedadores de tipo silvestre que
contienen DHFR endo6geno) transformadas o co-transformadas con secuencias de ADN que codifican un anticuerpo,
proteina DHFR de tipo silvestre, y otro marcador de seleccion tal como aminoglucésido 3'-fosfotransferasa (APH) por
crecimiento celular en medio que contiene un agente de seleccién para el marcador de seleccion tal como un
antibiético aminoglucosidico, por ejemplo, kanamicina, neomicina, o0 G418. Véase la patente de Estados Unidos N°
4.965.199.

(iv) Componente de promotor

Los vectores de expresion y clonacién habitualmente contienen un promotor que se reconoce por el organismo
hospedador y esta unido de forma funcional al acido nucleico del polipéptido de anticuerpo. Se conocen secuencias
promotores para eucariotas. Casi todos los genes eucariotas tienen una region rica en AT localizada
aproximadamente 25 a 30 bases cadena arriba del sitio donde se inicia la transcripcién. Otra secuencia encontrada
70 a 80 bases cadena arriba del inicio de la transcripcién de muchos genes es una region CNCAAT donde N puede
ser cualquier nucleotido. En el extremo 3' de la mayoria de los genes eucariotas hay una secuencia AATAAA que
puede ser la sefnal para la adicion de la cola poli A al extremo 3' de la secuencia codificante. Todas estas secuencias
se insertan adecuadamente en vectores de expresion eucariotas.
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La transcripcion del polipéptido de anticuerpo a partir de vectores en células hospedadoras de mamifero se controla,
por ejemplo, por promotores obtenidos de los genomas de virus tales como polioma virus, pox virus de aves,
adenovirus (tal como Adenovirus 2), papiloma virus bovino, sarcoma virus de aves, citomegalovirus, un retrovirus,
virus de hepatitis-B y virus de simio 40 (SV40), de promotores heterélogos de mamifero, por ejemplo, el promotor de
actina o un promotor de inmunoglobulina, de promotores de choque térmico, con la condicion de que dichos
promotores sean compatibles con los sistemas de célula hospedadora.

Los promotores temprano y tardio del virus SV40 se obtienen convenientemente como un fragmento de restriccion
de SV40 que también contiene el origen de replicacion viral de SV40. El promotor temprano inmediato del
citomegalovirus humano se obtiene convenientemente como un fragmento de restriccién Hindlll E. Se describe un
sistema para expresar ADN en hospedadores de mamifero usando el papiloma virus bovino como un vector en la
patente de Estados Unidos N° 4.419.446. Se describe una modificacion de este sistema en la patente de Estados
Unidos N° 4.601.978. Como alternativa, puede usarse la repeticion terminal larga del virus del sarcoma de Rous
como promotor.

(v) Componente de elemento potenciador

La transcripcién de ADN que codifica el polipéptido de anticuerpo de esta invencion por eucariotas superiores a
menudo se aumenta insertando una secuencia potenciadora en el vector. Ahora se conocen muchas secuencias
potenciadoras de genes de mamifero (globina, elastasa, albumina, o-fetoproteina, y insulina). Normalmente, sin
embargo, se usara un potenciador de un virus de célula eucariota. Ejemplos incluyen el potenciador de SV40 en el
lado tardio del origen de replicacién (pb 100-270), el potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el
potenciador de polioma en el lado tardio del origen de replicacién, y potenciadores de adenovirus. Véase también
Yaniv, Nature 297:17-18 (1982) sobre elementos potenciadores para la activacion de promotores eucariotas. El
potenciador puede sufrir corte y ayuste en el vector en una posicion 5' o 3' a la secuencia que codifica el polipéptido
de anticuerpo, pero se localiza preferiblemente en un sitio 5' desde el promotor.

(vi) Componente de terminacion de la transcripcion

Los vectores de expresion usados en células hospedadora eucariotas normalmente también contendran secuencias
necesarias para la terminacién de la transcripcion y para estabilizar el ARNm. Dichas secuencias estan
habitualmente disponibles a partir de las regiones no traducidas 5' y, ocasionalmente 3', de ADN o ADNc eucariotas
o virales. Estas regiones contienen segmentos de nucleétidos transcritos como fragmentos poliadenilados en la
parte no traducida del ARNm que codifica un anticuerpo. Un componente de terminacion de la transcripcién util es la
region poliadenilacion de la hormona bovina del crecimiento. Véase el documento W094/11026 y el vector de
expresion descrito en este documento.

(vii) Eleccion y transformacion de células hospedadoras

Las células hospedadoras adecuadas para clonacién o expresién del ADN en los vectores de este documento
incluyen células eucariotas superiores descritas en este documento, incluyendo células hospedadoras de
vertebrados. La propagaciéon de células de vertebrados en cultivo (cultivo tisular) se ha convertido en un
procedimiento rutinario. Ejemplos de lineas celulares hospedadoras de mamifero dtiles son la linea CV1 de riidn de
mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); la linea de rifidn embrionario humano (células 293 o 293
subclonadas para su crecimiento en cultivo de suspensién, Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de
riidn de cria de hamster (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hamster chino/-DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); células de sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980));
células renales de mono (CV1 ATCC CCL 70); células renales de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-
1587); células de carcinoma cervical humano (HELA, ATCC CCL 2); células renales caninas (MDCK, ATCC CCL
34); células hepaticas de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células pulmonares humanas (W138, ATCC CCL
75); células hepaticas humanas (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de ratén (MMT 060562, ATCC CCL51); células
TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1982)); células MRC 5; células FS4; y una linea de hepatoma
humano (Hep G2).

Las células hospedadoras se transforman con los vectores de expresion o clonacién descritos anteriormente para la
produccion de anticuerpos y se cultivan en medios nutrientes convencionales modificados segun lo apropiado para
inducir promotores, seleccionar transformantes, o amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas.

(viii) Cultivo de las células hospedadoras

Las células hospedadoras usadas para producir un anticuerpo de esta invencion pueden cultivarse en diversos
medios. Son adecuados medios disponibles en el mercado tales como F10 de Ham (Sigma), medio esencial minimo
((MEM), (Sigma), RPMI-1640 (Sigma), y medio de Eagle modificado por Dulbecco ((DMEM), Sigma) para cultivar las
células hospedadoras. Ademas, cualquiera de los medios descritos en Ham et al., Meth. Enz. 58:44 (1979), Barnes
et al., Anal. Biochem.102:255 (1980), patentes de Estados Unidos N© 4.767.704; 4.657.866; 4.927.762; 4.560.655; o
5.122.469; documento WO 90/03430; documento WO 87/00195; o patente de Estados Unidos Re. 30.985 puede
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usarse como medio de cultivo para las células hospedadoras. Cualquiera de estos medios puede suplementarse
segun lo necesario con hormonas y/u otros factores de crecimiento (tales como insulina, transferrina, o factor de
crecimiento epidérmico), sales (tales como cloruro sédico, calcio, magnesio, y fosfato), tampones (tales como
HEPES), nucleétidos (tales como adenosina y timidina), antibiéticos (tales como farmaco GENTAMYCIN™),
elementos traza (definidos como compuestos inorganicos habitualmente presentes a concentraciones finales en el
intervalo micromolar), y glucosa o una fuente equivalente de energia. También puede incluirse cualquier otro
suplemento necesario a concentraciones apropiadas que serian conocidas para los especialistas en la técnica. Las
condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH, y similares, son las previamente usadas con la célula
hospedadora seleccionada para expresion, y seran evidentes para los especialistas en la técnica.

(ix) Purificacion de anticuerpo

Cuando se usan técnicas recombinantes, el anticuerpo puede producirse de forma intracelular, o secretarse
directamente en el medio. Si el anticuerpo se produce de forma intracelular, como una primera etapa, los desechos
particulados, células hospedadoras o fragmentos lisados, se retiran, por ejemplo, por centrifugacion o ultrafiltracion.
Cuando el anticuerpo se secreta en el medio, generalmente primero se concentran los sobrenadantes de dichos
sistemas de expresién usando un filtro de concentracion de proteina disponible en el mercado, por ejemplo, una
unidad de ultrafiltracién Amicon o Millipore Pellicon. Puede incluirse un inhibidor de proteasa tal como PMSF en
cualquiera de las etapas anteriores para inhibir la proteolisis y pueden incluirse antibi6ticos para evitar el crecimiento
de contaminantes accidentales.

La composicién de anticuerpo preparada a partir de estas células puede purificarse usando, por ejemplo,
cromatografia con hidroxilapatita, electroforesis en gel, dialisis, y cromatografia de afinidad, siendo la cromatografia
de afinidad la técnica de purificacion preferida. La idoneidad de la proteina A como ligando de afinidad depende de
la especie es isotipo de cualquier dominio Fc de inmunoglobulina que esté presente en el anticuerpo. Puede usarse
proteina A para purificar anticuerpos que se basan en las cadena pesadas humanas Y1, y2, o ¥4 (Lindmark et al., J.
Immunol. Meth. 62:1-13 (1983)). Se recomienda proteina G para todos los isotipos de ratén y para y3 humana (Guss
et al., EMBO J. 5:15671575 (1986)). La matriz a la cual se une el ligando de afinidad es muy habitualmente agarosa,
pero estan disponibles otras matrices. Las matrices mecanicamente estables tales como vidrio de poro controlado o
poli(estirenodivinil)benceno permiten caudales mas rapidos y tiempos méas cortos de procesamiento que los que
pueden conseguirse con agarosa. Cuando el anticuerpo comprende un dominio CH3, la resina Bakerbond ABX™ (J.
T. Baker, Phillipsburg, NJ) es util para la purificacion. También estan disponibles otras técnicas para la purificacion
de proteina tales como fraccionamiento en columna de intercambio idnico, precipitacién con etanol, HPLC en fase
inversa, cromatografia sobre silice, cromatografia sobre heparina SEPHAROSE™, cromatografia en una resina de
intercambio anidnico o catidnico (tal como una columna de poliacido aspartico), cromatoenfoque, SDS-PAGE, y
precipitacion con sulfato de amonio dependiendo del anticuerpo a recuperar.

Después de cualquier etapa de purificacion preliminar, la mezcla que comprende el anticuerpo de interés y
contaminantes puede someterse a cromatografia de interaccion hidréfoba de bajo pH usando un tampén de elucién
a un pH entre aproximadamente 2,5-4,5, preferiblemente realizada a bajas concentraciones salinas (por ejemplo, de
aproximadamente 0-0,25 M de sal).

Inmunoconjugados

La invencion también proporciona inmunoconjugados (llamados de forma intercambiable "conjugados anticuerpo-
farmaco” o "ADC"), que comprende cualquiera de los anticuerpos anti-OX40L descritos en este documento
conjugado con un agente citotoxico tal como un agente quimioterapéutico, un farmaco, un agente inhibidor del
crecimiento, una toxina (por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa de origen bacteriano, flingico, vegetal, o
animal, o fragmentos de las mismas), o un is6topo radiactivo (es decir, un radioconjugado).

El uso de conjugados anticuerpo-farmaco para el suministro local de agentes citotéxicos o citostaticos, es decir
farmacos que eliminan o inhiben células tumorales en el tratamiento del cancer (Syrigos y Epenetos (1999)
Anticancer Research 19:605-614; Niculescu-Duvaz y Springer (1997) Adv. Drg Del. Rev. 26:151-172; patente de
Estados Unidos 4.975.278) permite el suministro dirigido del resto de farmaco a tumores, y la acumulacion
intracelular en los mismos, donde la administracion sistémica de estos agentes de farmaco no conjugados puede
provocar niveles inaceptables de toxicidad a células normales asi como las células tumorales que se intentan
eliminar (Baldwin et al., (1986) Lancet pp. (Mar. 15, 1986):603-05; Thorpe, (1985) "Antibody Carriers Of Cytotoxic
Agents In Cancer Therapy: A Review," en Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, A.
Pinchera et al. (ed.s), pag. 475-506). De este modo se busca una eficacia maxima con toxicidad minima. Se ha
informado que tanto los anticuerpos policlonales como los anticuerpos monoclonales son utiles en estas estrategias
(Rowland et al., (1986) Cancer Immunol. Immunother., 21:183-87). Los farmacos usados en estos métodos incluyen
daunomicina, doxorrubicina, metotrexato, y vindesina (Rowland et al., (1986) supra). Las toxinas usadas en
conjugados anticuerpo-toxina incluyen toxinas bacterianas tales como toxina diftérica, toxinas vegetales tales como
ricina, toxinas de molécula pequena tales como geldanamicina (Mandler et al (2000) Jour. of the Nat. Cancer Inst.
92(19):1573-1581; Mandler et al (2000) Bioorganic & Med. Chem. Letters 10:1025-1028; Mandler et al (2002)
Bioconjugate Chem. 13:786-791), maitansinoides (documento EP 1391213; Liu et al., (1996) Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA 93:8618-8623), y calicheamicina (Lode et al (1998) Cancer Res. 58:2928; Hinman et al (1993) Cancer Res.
53:3336-3342). Las toxinas pueden realizar sus efectos citotdxicos y citostaticos por mecanismos que incluyen unién
a tubulina, unién a ADN, o inhibicién de topoisomerasa. Algunos farmacos citotoxicos tienden a ser inactivos o
menos activos cuando se conjugan con anticuerpos grandes o ligandos de receptor de proteina.

ZEVALIN® (ibritumomab tiuxetano, Biogen/ldec) es un conjugados anticuerpo-radiois6topo compuesto por un
anticuerpo monoclonal IgG1 kappa murino diri%ido contra el antigeno CD20 encontrado en la superficie de linfocitos
B normales y malignos y radioisétopo '''In 0 *°Y unido por enlazador-quelante tiourea (Wiseman et al (2000) Eur.
Jour. Nucl. Med. 27(7):766-77; Wiseman et al (2002) Blood 99(12):4336-42; Witzig et al (2002) J. Clin. Oncol.
20(10):2453-63; Witzig et al (2002) J. Clin. Oncol. 20(15):3262-69). Aunque ZEVALIN tiene actividad contra linfoma
no Hodgkin de células B (NHL), la administracién provoca citopenias severas y prolongadas en la mayoria de los
pacientes. MYLOTARG™ (gemtuzumab ozogamicina, Wyeth Pharmaceuticals), un conjugado anticuerpo-farmaco
compuesto por un anticuerpo contra hu CD33 unido a calicheamicina, se aprobd en 2000 para el tratamiento de
leucemia mieloide aguda por inyeccion (Drugs of the Future (2000) 25(7):686; patentes de Estados Unidos N°
4970198; 5079233; 5585089; 5606040; 5693762; 5739116; 5767285; 5773001). Cantuzumab mertansina
(Immunogen, Inc.), un conjugado anticuerpo-farmaco compuesto por el anticuerpo contra huC242 unido mediante el
enlace disulfuro SPP al resto de farmaco maitansinoide, DM1, estd avanzando en ensayos en fase |l para el
tratamiento de canceres que expresan CanAg, tal como de colon, pancreédtico, gastrico, y otros. MLN-2704
(Millennium Pharm., BZL Biologics, Immunogen Inc.), un conjugado anticuerpo-farmaco compuesto por el anticuerpo
monoclonal anti-antigeno de membrana especifico de prostata (PSMA) unido al resto de farmaco maitansinoide,
DM1, esta en desarrollo para el tratamiento potencial de tumores de prostata. Los péptidos auristatina, auristatina E
(AE) y monometilauristatina (MMAE), analogos sintéticos de dolastatina, se conjugaron con anticuerpos
monoclonales quiméricos cBR96 (especificos para Lewis Y en carcinomas) y cAC10 (especificos para CD30 en
neoplasias hematoldgicas) (Doronina et al (2003) Nature Biotechnology 21(7):778-784) y estdn en desarrollo
terapéutico.

Los agentes quimioterapéuticos utiles en la generacion de inmunoconjugados se describen en este documento (por
ejemplo, anteriormente). Toxinas enzimaticamente activas y fragmentos de las mismas que pueden usarse incluyen
cadena de difteria A, fragmentos activos no de union de toxina diftérica, cadena de exotoxina A (de Pseudomonas
aeruginosa), cadena de ricina A, cadena de abrina A, cadena de modecina A, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites
fordii, proteinas diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIl, y PAP-S), inhibidor de momordica
charantia, curcina, crotina, inhibidor de sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina,
enomicina, y los tricotecenos. Véase, por ejemplo, el documento WO 93/21232 publicado el 28 de octubre de 1993.
Esta disponible diversos radiontclidos para la produccion de anticuerpos radioconjugados. Ejemplos incluyen 2'*Bi,
13113, 0y, y "®Re. Los conjugados del anticuerpo y agente citotoxico se preparan usando diversos agentes
bifuncionales de acoplamiento de proteina tales como propionato de N-succinimidil-3-(2-piridilditiol) (SPDP),
iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como dimetil adipimidato HCI), ésteres activos (tales
como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos bis-azido (tales como bis (p-
azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazonio-benzoil)-etilendiamina),
diisocianatos (tales como 2,6-diisocianato de tolueno), y compuestos bis-activos de fldor (tales como 1,5-difluoro-2,4-
dinitrobenceno). Por ejemplo, puede prepararse una inmunotoxina de ricina como se describe en Vitetta et al.,
Science, 238: 1098 (1987). El acido 1-isotiocianatobencil-3-metildietileno triaminapentaacético (MX-DTPA) marcado
con carbono-14 es un agente quelante ejemplar para la conjugacién de radionucleétido al anticuerpo. Véase el
documento WO94/11026.

También se contemplan en este documento conjugados de un anticuerpo y una o mas toxinas de molécula pequena,
tales como calicheamicina, maitansinoides, dolastatinas, aurostatinas, un tricoteceno, y CC1065, y los derivados de
estas toxinas que tienen actividad toxina.

i. Maitansina y maitansinoides

En algunas realizaciones, el inmunoconjugado comprende un anticuerpo (de longitud completa o fragmentos) de la
invencion conjugado con una o mas moléculas de maitansinoide.

Los maitansinoides son inhibidores mit6toticos que actdan inhibiendo la polimerizaciéon de tubulina. La maitansina
fue el primero aislado del arbusto de Africa oriental Maytenus serrata (patente de Estados Unidos N° 3.896.111).
Posteriormente, se descubrié que ciertos microbios también producen maitansinoides, tales como maitansinol y
ésteres de maitansinol C-3 (patente de Estados Unidos N°® 4.151.042). Se describen maitansinol sintético y
derivados y analogos del mismo, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos N°® 4.137.230; 4.248.870;
4.256.746; 4.260.608; 4.265.814; 4.294.757; 4.307.016; 4.308.268; 4.308.269; 4.309.428; 4.313.946; 4.315.929;
4.317.821; 4.322.348; 4.331.598; 4.361.650; 4.364.866; 4.424.219; 4.450.254; 4.362.663; y 4.371.533.

Los restos de farmaco maitansinoide son restos atractivos de farmaco en conjugados anticuerpo-farmaco porque
son: (i) relativamente accesibles de preparar por fermentacion o modificacién quimica, derivatizacion de productos
de fermentacién, (ii) susceptibles a derivatizacion con grupos funcionales adecuados para conjugacién a través de
los enlazadores no disulfuro con anticuerpos, (iii) estables en plasma, y (iv) eficaces contra diversas lineas celulares
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tumorales.

Se describen inmunoconjugados que contienen maitansinoides, métodos para preparar los mismos, y su uso
terapéutico, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos N® 5.208.020, 5.416.064 y la patente europea EP 0 425
235 B1. Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623 (1996) describieron inmunoconjugados que comprenden
un maitansinoide denominado DM 1 unido al anticuerpo monoclonal C242 dirigido contra cancer colorrectal humano.
Se descubrié que el conjugado era altamente citotoxico hacia células cancerosas de colon cultivadas, y mostro
actividad antitumoral en un ensayo de crecimiento tumoral in vivo. Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992)
describen inmunoconjugados en que se conjugé un maitansinoide mediante un enlazador disulfuro con el anticuerpo
murino A7 que se une a un antigeno en lineas de células cancerosas de colon humano, o a con otro anticuerpo
monoclonal murino TA.1 que se une a HER-2/oncogén neu. La citotoxicidad del conjugado TA.1-maitansinoide se
ensayo in vitro en la linea de células cancerosas de mama humana SK-BR-3, que expresa 3 x 10° antigenos de
superficie HER-2 por célula. El conjugado de farmaco consiguié un grado de citotoxicidad similar al del farmaco
maitansinoide libre, que podria aumentarse aumentando la cantidad de moléculas de maitansinoide por molécula de
anticuerpo. El conjugado A7-maitansinoide mostro6 baja citotoxicidad sistémica en ratones.

Los conjugados anticuerpo-maitansinoide se preparan por enlace quimico de un anticuerpo con una molécula de
maitansinoide sin disminuir significativamente la actividad biol6gica del anticuerpo o la molécula de maitansinoide.
Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N? 5.208.020. Un promedio de 3-4 moléculas de maitansinoide
conjugadas por molécula de anticuerpo ha demostrado eficacia en la potenciacion de la citotoxicidad de células
diana sin afectar de forma negativa a la funcién o solubilidad del anticuerpo, aunque se esperaria que incluso una
molécula de la toxina/anticuerpo potenciara la citotoxicidad sobre el uso de anticuerpo desnudo. Los maitansinoides
son bien conocidos en la técnica y pueden sintetizarse por técnicas conocidas o aislarse de fuentes naturales. Los
maitansinoides adecuados se describen, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos N° 5.208.020 y en las otras
patentes y publicaciones no de patente mencionadas anteriormente en este documento. Los maitansinoides
preferidos son maitansinol y analogos de maitansinol modificados en el anillo aromatico o en otras posiciones de la
molécula de maitansinol, tal como diversos ésteres de maitansinol.

Existen muchos grupos de uniéon conocidos en la técnica para preparar conjugados anticuerpo-maitansinoide,
incluyendo, por ejemplo, los descritos en la patente de Estados Unidos N° 5.208.020 o la patente EP 0 425 235 B1,
Chari et al.,, Cancer Research 52:127-131 (1992), y solicitud de patente de Estados unidos N2 10/960.602,
presentada el 8 de octubre de 2004. Los conjugados anticuerpo-maitansinoide que comprenden el componente
enlazador SMCC pueden prepararse como se describe en la solicitud de patente de Estados Unidos N® 10/960.602,
presentada el 8 de octubre de 2004. Los grupos de unién incluyen grupos disulfuro, grupos tioéter, grupos inestables
en acido, grupos fotoinestables, grupos inestables en peptidasa, o grupos inestables en esterasa, como se describe
en las patentes identificadas anteriormente, prefiriéndose grupos disulfuro y tioéter. Se describen y ejemplifican en
este documento grupos adicionales de union.

Los conjugados del anticuerpo y el maitansinoide pueden prepararse usando diversos agentes bifuncionales de
acoplamiento de proteina tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP), succinimidil-4-(N-
maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato (SMCC), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales
como dimetil adipimidato HCI), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tales como
glutaraldehido), compuestos bis-azido (tales como bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina), derivados bis-diazonio (tal
como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), di-isocianatos (tales como 2,6-diisocianato de tolueno), y compuestos
bis-activos de fluor (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Agentes de acoplamiento particularmente preferidos
incluyen N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP) (Carlsson et al., Biochem. J. 173:723-737 (1978)) y N-
succinimidil-4-(2-piridiltio)pentanoato (SPP) para proporcionar un enlace disulfuro.

El enlazador puede unirse a la molécula de maitansinoide en diversas posiciones, dependiendo del tipo de enlace.
Por ejemplo, un enlace éster puede formarse por reaccién con un grupo hidroxilo usando técnicas convencionales
de acoplamiento. La reaccion puede suceder en la posicion C-3 que tiene un grupo hidroxilo, la posicion C-14
modificada con hidroximetilo, la posiciéon C-15 modificada con un grupo hidroxilo, y la posicion C-20 que tiene un
grupo hidroxilo. En una realizacién preferida, el enlace se forma en la posicién C-3 de maitansinol o un analogo de
maitansinol.

ii. Auristatinas y dolastatinas

En algunas realizaciones, el inmunoconjugado comprende un anticuerpo de la invenciéon conjugado con dolastatinas
o0 analogos peptidicos y derivados de dolostatina, las auristatinas (patentes de Estados Unidos N° 5635483;
5780588). Las dolastatinas y auristatinas han demostrado impedir la dindmica de los microtubulos, la hidrélisis de
GTP, y la division nuclear y celular (Woyke et al (2001) Antimicrob. Agents y Chemother. 45(12):3580-3584) y tienen
actividad antineoplasica (documento US 5663149) y antifingica (Pettit et al (1998) Antimicrob. Agents Chemother.
42:2961-2965). El resto de farmaco dolastatina o auristatina puede unirse al anticuerpo a través del extremo N
(amino) o el extremo C (carboxilo) del resto de farmaco peptidico (documento WO 02/088172).

Realizaciones ejemplares de auristatina incluyen los restos de farmaco monometilauristatina unidos a extremo N DE
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y DF, descritos en "Monometilvaline Compounds Capable of Conjugation to Ligands", documento de Estados Unidos
N? Ser. 10/983.340, presentado el 5 de noviembre de 2004.

Normalmente, los restos de farmaco basados en péptido puede prepararse formando un enlace peptidico entre dos
0 mas aminodcidos y/o fragmentos peptidicos. Dichos enlace peptidicos puede prepararse, por ejemplo, de acuerdo
con el método de sintesis en fase liquida (véase E. Schréder y K. Libke, "The Peptides", volumen 1, pag. 76-136,
1965, Academic Press) que es bien conocido en el campo de la quimica de péptidos. Los restos de farmaco
auristatina/dolastatina pueden prepararse de acuerdo con los métodos de los documento: US 5635483; US
5780588; Pettit et al (1989) J. Am. Chem. Soc. 111:5463-5465; Pettit et al (1998) Anti-Cancer Drug Design 13:243-
277; Pettit, G.R., et al. Synthesis, 1996, 719-725; y Pettit et al (1996) J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 5:859-863.
Véase también Doronina (2003) Nat Biotechnol 21(7):778-784; "Monometilvaline Compounds Capable of
Conjugation to Ligands", documento de Estados Unidos N¢ Ser. 10/983.340, presentado el 5 de noviembre de 2004,
(que describe, por ejemplo, enlazadores y métodos para preparar compuestos de monometilvalina tales como
MMAE y MMAF conjugados con enlazadores).

iii. Calicheamicina

En otras realizaciones, el inmunoconjugado comprende un anticuerpo de la invenciéon conjugado con una o mas
moléculas de calicheamicina. La familia de antibiéticos calicheamicina es capaz de producir roturas en ADN
bicatenario a concentraciones sub-picomolares. Para la preparaciéon de conjugados de la familia calicheamicina,
véanse las patentes de Estados Unidos 5.712.374, 5.714.586, 5.739.116, 5.767.285, 5.770.701, 5.770.710,
5.773.001, 5.877.296 (todas de American Cyanamid Company). Los analogos estructurales de calicheamicina que
pueden usarse incluyen, aunque sin limitacion, 11", o', as', N-acetil-y;', PSAG y 0'y (Hinman et al., Cancer Research
53:3336-3342 (1993), Lode et al., Cancer Research 58:2925-2928 (1998) y las patente de Estados Unidos
mencionadas anteriormente de American Cyanamid). Otro farmaco anti-tumoral con el que puede conjugarse el
anticuerpo es QFA que es un antifolato. Tanto la calicheamicina como QFA tienen sitios intracelulares de accién y no
cruzan facilmente la membrana plasmatica. Por lo tanto, la captacién celular de estos agentes a través de
internalizacion mediada por anticuerpo potencia enormemente sus efectos citotdxicos.

iv. Otros agentes citotoxicos

Otros agentes antitumorales que pueden conjugarse con los anticuerpos de la invencion incluyen BCNU,
estreptozoicina, vincristina y 5-fluorouracilo, la familia de agentes conocida colectivamente como complejo LL-
E33288 descrito en las patentes de Estados Unidos 5.053.394, 5.770.710, asi como esperamicinas (patente de
Estados Unidos 5.877.296).

Toxinas enzimaticamente activas y fragmentos de las mismas que pueden usarse incluyen cadena de difteria A,
fragmentos activos no de unién de toxina diftérica, cadena de exotoxina A (de Pseudomonas aeruginosa), cadena de
ricina A, cadena de abrina A, cadena de modecina A, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas diantina,
proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII, y PAP-S), inhibidor de momordica charantia, curcina, crotina,
inhibidor de sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina y los tricotecenos.
Véase, por ejemplo, el documento WO 93/21232 publicado el 28 de octubre de 1993.

La presente invencién contempla adicionalmente un inmunoconjugado formado entre un anticuerpo y un compuesto
con actividad nucleolitica (por ejemplo, una ribonucleasa o una ADN endonucleasa tal como una
desoxirribonucleasa; DNasa).

Para la destruccion selectiva del tumor, el anticuerpo puede comprender un atomo altamente radiactivo. Esta
disponible dlversos |soto 208 radlactlvos para la producmon de anticuerpos radioconjugados. Ejemplos incluyen At*'
171" ¥ Re'®® Re'®® Sm'™®, Bi*'?, P*?, Pb®'? e isotopos radiactivos de Lu. Cuando el conjugado se usa para
deteccion, puede comprender un atomo radlactlvo para estudios de centelleografia, por ejemplo t¢®" o 1'®*, 0 un
marcador de espin para imagenes de resonancia magnética nuclear (RMN) (también conocida como imagenes de
resonancia magnética, mri), tal como yodo-123 de nuevo, yodo-131, indio-111, flior-19, carbono-13, nitrdgeno-15,
oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro.

Los radiomarcadores u otros marcadores pueden incorporarse en el conjugado de modos conocidos. Por ejemplo, el
péptido puede biosintetizarse o puede sintetizarse por sintesis quimica de aminoacidos usando precursores
adecuados de ammoacndo que implican, por ejemplo, fltior-19 en lugar de hidrégeno. Marcadores tales como tc*®

1'%, Re'®, Re'® e In'"" pueden unirse mediante un resto de cisteina en el péptido. El itrio-90 puede unirse medlante
un resto de lisina. El método IODOGEN (Fraker et al (1978) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80: 49-57) puede
usarse para incorporar yodo-123. "Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy” (Chatal, CRC Press 1989)
describe otros métodos en detalle.

Pueden prepararse conjugados del anticuerpo y agente citotoxico usando diversos agentes bifuncionales de

acoplamiento de proteina tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP), succinimidil-4-(N-
maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato (SMCC), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales
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como dimetil adipimidato HCI), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tales como
glutaraldehido), compuestos bis-azido (tales como bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis-diazonio
(tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), di-isocianatos (tales como 2,6-diisocianato de tolueno), y
compuestos bis-activos de fluor (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, una inmunotoxina de
ricina puede prepararse como se describe en Vitetta et al., Science 238:1098 (1987). El acido 1-isotiocianatobencil-
3-metildietileno triaminapentaacético (MX-DTPA) marcado con carbono-14 es un agente quelante ejemplar para la
conjugacién de radionucledtido al anticuerpo. Véase el documento WO094/11026. El enlazador puede ser un
"enlazador escindible” que facilita la liberacion del farmaco citotdéxico en la célula. Por ejemplo, puede usarse un
enlazador inestable en &cido, enlazador sensible a peptidasa, enlazador fotoinestable, enlazador dimetilo o
enlazador que contiene disulfuro (Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992); patente de Estados Unidos N°
5.208.020).

Los compuestos de la invencion contemplan expresamente, aunque sin limitacién, ADC preparado con reactivos de
entrecruzamiento: BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH,
sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC, y sulfo-SMPB, y SVSB (succinimidil-(4-
vinilsulfona)benzoato) que estan disponibles en el mercado (por ejemplo, en Pierce Biotechnology, Inc., Rockford,
IL., EEUU). Véase las paginas 467-498, 2003-2004 Applications Handbook and Catalog.

v. Preparacion de conjugados anticuerpo-farmaco

En los conjugados anticuerpo-farmaco (ADC) de la invencion, un anticuerpo (Ab) se conjuga con uno o mas restos
de farmaco (D), por ejemplo aproximadamente 1 a aproximadamente 20 restos de farmaco por anticuerpo, a través
de un enlazador (L). El ADC de Férmula | puede prepararse por varias vias, empleando reacciones de quimica
organica, condiciones, y reactivos conocidos para los especialistas en la técnica, incluyendo: (1) reaccién de un
grupo nucledfilo de un anticuerpo con un reactivo enlazador bivalente, para formar Ab-L, mediante un enlace
covalente, seguido de reaccion con un resto de farmaco D; y (2) reaccién de un grupo nucledfilo de un resto de
farmaco con un reactivo enlazador bivalente, para formar D-L, mediante un enlace covalente, seguido de reaccion
con el grupo nucleofilo de un anticuerpo. Se describen en este documento métodos adicionales para preparar ADC.

Ab-(L-D), |

El enlazador puede estar compuesto por uno o mas componentes enlazadores. Componentes enlazadores
ejemplares incluyen 6-maleimidocaproilo ("MC"), maleimidopropanoilo ("MP"), valina-citrullina ("val-cit"), alanina-
fenilalanina ("ala-phe"), p-aminobenciloxicarbonilo ("PAB"), N-succinimidil 4-(2-piridiltio) pentanoato ("SPP"), N-
succinimidil 4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1 carboxilato ("SMCC'), y N-succinimidil (4-yodo-acetil) aminobenzoato
("SIAB"). Componentes enlazadores adicionales son conocidos en la técnica y algunos se describen en este
documento. Véase también "Monometilvaline Compounds Capable of Conjugation to Ligands", documento de
Estados Unidos N° Ser. 10/983.340, presentado el 5, de noviembre de 2004.

En algunas realizaciones, el enlazador puede comprender restos de aminoacido. Componentes enlazadores de
aminoacido ejemplares incluyen un dipéptido, un tripéptido, un tetrapéptido o un pentapéptido. Dipéptidos
ejemplares incluyen: valina-citrullina (vc o val-cit), alanina-fenilalanina (af o ala-phe). Tripéptidos ejemplares
incluyen: glicina-valina-citrullina (gly-val-cit) y glicina-glicina-glicina (gly-gly-gly). Restos de aminoacido que
comprenden un componente enlazador de aminoacido incluyen aquellos de origen natural, asi como aminoacidos
minoritarios y analogos de aminoacidos de origen no natural, tales como citrulina. Pueden disefiarse componentes
enlazadores de amino&cido y optimizarse en sus selectividad para escision enzimatica por una enzima particular, por
ejemplo, una proteasa asociada a tumor, catepsina B, C y D, o una plasmina proteasa.

Los grupos nucledfilos en anticuerpos incluyen, aunque sin limitacion: (i) grupos amina N-terminales, (ii) grupos
amina de cadena lateral, por ejemplo, lisina, (iii) grupos tiol en cadena lateral, por ejemplo, cisteina, y (iv) grupos
hidroxilo o amino de azucar donde el anticuerpo esté glucosilado. Los grupos amina, tiol, e hidroxilo son nucledfilos y
capaces de reaccionar para formar enlaces covalentes con grupos electréfilos en motivos enlazadores y reactivos
enlazadores incluyendo: (i) ésteres activos tales como ésteres NHS, ésteres HOBt, haloformiatos, y haluros acidos;
(i) alquil y bencil haluros tales como haloacetamidas; (iii) aldehidos, cetonas, grupos carboxilo y maleimida. Ciertos
anticuerpos tienen disulfuros intercatenarios reducibles, es decir, puentes de cisteina. Los antibiéticos pueden
hacerse reactivos para conjugacién con reactivos enlazadores por tratamiento con un agente reductor tal como DTT
(ditiotreitol). Cada puente de cisteina formard de este modo, tedricamente, dos nucledfilos tiol reactivos. Pueden
introducirse grupos nucledfilos adicionales en anticuerpos a través de la reacciéon de lisinas con 2-iminotiolano
(reactivo de Traut) que provoca la conversion de una amina en un tiol. Los grupos tiol reactivos pueden introducirse
en el anticuerpo (o fragmento del mismo) introduciendo uno, dos, tres, cuatro, 0 mas restos de cisteina (por ejemplo,
preparando anticuerpos mutantes que comprendan uno o mas restos de aminoacido cisteina no nativos).

Los conjugados de farmaco de anticuerpo de la invencion también pueden producirse por modificacion del
anticuerpo para introducir motivos electrofilos, que pueden reaccionar con sustituyentes nucleéfilos en el reactivo
enlazador o farmaco. Los azucares de anticuerpos glucosilados pueden oxidarse, por ejemplo, con agentes
oxidantes periodato, para formar grupos aldehido o cetona que pueden reaccionar con el grupo amina de los
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reactivos enlazadores o motivos de farmaco. Los grupos de base de Schiff imina resultantes pueden formar un
enlace estable, o pueden reducirse, por ejemplo, por reactivos de boro hidruro para formar enlaces amina estables.
En una realizacion, la reaccion de la porcién de carbohidrato de un anticuerpo glucosilado con galactosa oxidasa o
meta-periodato sédico pueden producir grupos carbonilo (aldehido y cetona) en la proteina que pueden reaccionar
con grupos apropiados en el farmaco (Hermanson, Bioconjugate Techniques). En otra realizacion, proteinas que
contienen restos de serina o treonina N-terminales pueden reaccionar con meta-periodato sddico, provocando la
produccion de un aldehido en lugar del primer aminoacido (Geoghegan & Stroh, (1992) Bioconjugate Chem. 3:138-
146; documento US 5362852). Dicho aldehido puede hacerse reaccionar con un motivo de farmaco o nucledfilo
enlazador.

Asi mismo, los grupos nucleéfilos en un motivo de farmaco incluyen, aunque sin limitaciéon: grupos amina, tiol,
hidroxilo, hidrazida, oxima, hidrazina, tiosemicarbazona, hidrazina carboxilato, y arilhidrazida capaces de reaccionar
para formar enlaces covalentes con grupos electrofilos en motivos enlazadores y reactivos enlazadores incluyendo:
(i) ésteres tales como ésteres NHS, ésteres HOBt, haloformiatos, y haluros acidos; (ii) alquil y bencil haluros tales
como haloacetamidas; (iii) aldehidos, cetonas, grupos carboxilo, y maleimida.

Como alternativa, puede prepararse una proteina de fusién que comprende el anticuerpo y agente citotéxico, por
ejemplo, por técnicas recombinantes o sintesis peptidica. La longitud del ADN puede comprender regiones
respectivas que codifican las dos partes del conjugado adyacentes entre si 0 separadas por una region que codifica
un péptido enlazador que no destruye las propiedades deseadas del conjugado.

En otra realizacion mas, el anticuerpo puede conjugarse con un "receptor" "tal como estreptavidina) para su
utilizacién en el pre-abordamiento de tumores donde el conjugado anticuerpo-receptor se administra al paciente,
seguido por eliminacion del conjugado no unido de la circulacion usando un agente de eliminacién y después
administracion de un "ligando" (por ejemplo, avidina) que estd conjugado con un agente citotoxico (por ejemplo, un
radionucle6tido).

Formulaciones farmacéuticas

Las formulaciones terapéuticas que comprenden un anticuerpo de la invencién se preparan para almacenamiento
mezclando el anticuerpo que tiene al grado deseado de pureza con vehiculos, excipientes o estabilizadores
fisiologicamente aceptables opcionales (Remington: The Science and Practice of Pharmacy 202 edicion (2000)), en
forma de soluciones acuosas, formulaciones liofilizadas u otras formulaciones secas. Los vehiculos, excipientes o
estabilizadores aceptables son no téxicos para los destinatarios a las dosificaciones y concentraciones empleadas, e
incluyen tampones tales como fosfato, citrato, histidina y otros acidos organicos; antioxidantes que incluyen acido
ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio;
cloruro de benzalconio, cloruro de benzetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabenos tales como metil o
propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular
(menos de aproximadamente 10 restos); proteinas, tales como albimina sérica, gelatina, o inmunoglobulinas;
polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina, o lisina; monosacéridos, disacaridos, y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa, o dexirinas;
agentes quelantes tales como EDTA; azlcares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contra-iones
formadores de sales tales como sodio; complejos metélicos (por ejemplo, complejos Zn-proteina); y/o tensioactivos
no-iénicos tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

La formulaciéon de este documento también puede contener mas de un compuesto activo necesario para la
indicacion particular que se esté tratando, preferiblemente aquellos con actividades complementarias que no afectan
de forma adversa entre si. Dichas moléculas estan adecuadamente presentes en combinacién en cantidades que
son eficaces para el propésito pretendido.

Los ingredientes activos también pueden atraparse en microcapsula preparada, por ejemplo, por técnicas de
coacervacion o por polimerizacién interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsula de gelatina y
microcapsula de poli-(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas coloidales de suministro de farmacos (por
ejemplo, liposomas, microesferas de albimina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Dichas técnicas se describen en Remington: The Science and Practice of Pharmacy 202 edicion
(2000).

Las formulaciones a usar para administracién in vivo deben ser estériles. Esto se consigue facilmente por filtracion a
través de membranas de filtracion estériles.

Pueden prepararse preparaciones de liberacién sostenida. Ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen la inmunoglobulina de la
invencion, estando dichas matrices en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas, o microcapsulas.
Ejemplos de matrices de liberacién sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-
hidroxietilmetacrilato), o poli(alcohol vinilico)), polilactidas (patente de Estados Unidos N° 3.773.919), copolimeros de
acido L-glutamico y v etil-L-glutamato, etilenvinil acetato no degradable, copolimeros de acido lactico-acido glicélico
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degradables tales como el LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas por copolimero de &cido
lactico-acido glicdlico y acetato de leuprolida), y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Aunque polimeros tales como
etilenvinil acetato y acido lactico-acido glicélico posibilitan la liberacion de moléculas durante mas de 100 dias,
ciertos hidrogeles liberan proteinas durante periodos de tiempo mas cortos. Cuando las inmunoglobulinas
encapsuladas permanecen en el organismo durante un largo tiempo, pueden desnaturalizarse o agregarse como
resultado de la exposicion a humedad a 37 °C, provocando una pérdida de actividad biolégica y posibles cambios en
la inmunogenicidad. Pueden idearse estrategias racionales para estabilizacion dependiendo del mecanismo
implicado. Por ejemplo, si se descubre que el mecanismo de agregacién es formacion de enlaces S-S
intermoleculares a través de intercambio de tiodisulfuro, la estabilizacion puede conseguirse modificando restos
sulfidrilo, liofilizando en soluciones acidas, controlando el contenido de humedad, usando aditivos apropiados, y
desarrollando composiciones de matriz polimérica especificas.

Usos

Un anticuerpo de la presente invencion puede usarse en, por ejemplo, métodos terapéuticos in vitro, ex vivo e in
vivo.

En un aspecto, la invencién proporciona métodos para tratar o prevenir un tumor, un cancer, y/o un trastorno
proliferativo celular asociado con expresion y/o actividad aumentada de EphB4, comprendiendo los métodos
administrar una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-EphB4 a un sujeto que necesite dicho tratamiento.

En un aspecto, la invencién proporciona métodos para reducir, inhibir, o prevenir el crecimiento de un tumor o
cancer, comprendiendo los métodos administrar una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-EphB4 a un sujeto que
necesite dicho tratamiento.

EphB4 se ha implicado en la guia de motoaxones y la migracion de células de la cresta neural en el desarrollo de
embriones. Por consiguiente, los anticuerpos de la invencién también son Utiles en el tratamiento (incluyendo
prevencion) de trastornos cuya patologia implique degeneraciéon o disfuncién celular, tal como tratamiento de
diversos trastornos neurodegenerativos (crénicos) y lesiones agudas de células nerviosas. Dichos trastornos
neurodegenerativos incluyen, sin limitacién, neuropatias periféricas; trastornos de motoneuronas, tales como
esclerosis lateral amiotréfica (ALS, enfermedad de Lou Gehrig), paralisis de Bell, y diversas afecciones que implican
atrofia o pardlisis muscular espinal; y otras enfermedades neurodegenerativas humanas, tales como enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, epilepsia, esclerosis multiple, corea Huntington, sindrome de Down, sordera
nerviosa, y enfermedad de Meniere, y lesiones agudas de células nerviosas, por ejemplo debido a traumatismo o
lesion de medula espinal.

Los anticuerpos de la invencién también son Utiles para inhibir la angiogénesis. En algunas realizaciones, el sitio de
angiogénesis es un tumor o cancer.

En un aspecto, la invencion proporciona métodos para inhibir la angiogénesis que comprenden administrar una
cantidad eficaz de un anticuerpo anti-EphB4 a un sujeto que necesite dicho tratamiento.

En un aspecto, la invencion proporciona métodos para tratar una afeccion patoldgica asociada con angiogénesis que
comprende administrar una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-EphB4 a un sujeto que necesite dicho tratamiento.
En algunas realizaciones, la afeccién patologica asociada con angiogénesis es un tumor, un cancer, y/o un trastorno
proliferativo celular. En algunas realizaciones, la afeccion patoldgica asociada con angiogénesis es una enfermedad
neovascular intraocular.

Ademas, al menos algunos de los anticuerpos de la invencion pueden unirse a antigenos de otras especies. Por
consiguiente, los anticuerpos de la invencion puede usarse para unirse a actividad antigénica especifica, por
ejemplo, en un cultivo celular que contenga el antigeno, en sujetos humanos o en otros sujetos mamiferos que
tengan el antigeno con el cual un anticuerpo de la invencién reacciona de forma cruzada (por ejemplo, chimpancés,
babuinos, titi comin, macacos cynomolgus y rhesus, cerdos o ratones). En alguna realizacion, el anticuerpo de la
invencion puede usarse para inhibir actividades antigénicas por contacto del anticuerpo con el antigeno de modo
que se inhiba la actividad antigénica. Preferiblemente, el antigeno es una molécula proteica humana.

En una realizacién, puede usarse un anticuerpo de la invencién en un método para unir un antigeno en un sujeto
que padece un trastorno asociado con expresion y/o actividad antigénica aumentada, que comprende administrar al
sujeto un anticuerpo de la invencién de modo que el antigeno en el sujeto esté unido. Preferiblemente, el antigeno
es una molécula proteica humana y el sujeto es un sujeto humano. Como alternativa, el sujeto puede ser un
mamifero que exprese el antigeno con el cual se une un anticuerpo de la invencién. Adicionalmente el sujeto puede
ser un mamifero en el cual se ha introducido el antigeno (por ejemplo, por administracion del antigeno o por
expresion de un transgén antigénico). Puede administrarse un anticuerpo de la invenciéon a un sujeto humano con
fines terapéuticos. Ademads, puede administrarse un anticuerpo de la invencién a un mamifero no humano que
exprese un antigeno con el cual la inmunoglobulina reacciona de forma cruzada (por ejemplo, un primate, cerdo o
raton) con fines veterinarios 0 como modelo animal de enfermedad humana. Respecto a lo ultimo, dichos modelos
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animales pueden ser Utiles para evaluar la eficacia terapéutica de anticuerpos de la invencion (por ejemplo, ensayos
de dosificaciones y cursos de tiempo de administracion).

Los anticuerpos de la invencion pueden usarse para tratar, inhibir, retardar el progreso de, evitar/retardar la
recurrencia de, mejorar, o prevenir enfermedades, trastornos o afecciones asociadas con la expresioén y/o actividad
de una o mas moléculas antigénicas.

Trastornos ejemplares incluyen carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma, y leucemia o neoplasias linfoides. Ejemplos
mas particulares de dichos canceres incluyen cancer de células escamosas (por ejemplo, cancer de células
escamosas epiteliales), cancer pulmonar incluyendo cancer pulmonar microcitico, cancer pulmonar no microcitico,
adenocarcinoma del pulmén y carcinoma escamoso del pulmén, cancer del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer
gastrico o de estomago incluyendo cancer gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma, cancer cervical, cancer
de ovario, cancer hepatico, cancer de vejiga, cancer del tracto urinario, hepatoma, cancer de mama, cancer de
colon, cancer rectal, cancer colorrectal, carcinoma de endometrio o Utero, carcinoma de glandulas salivares, cancer
de rién o renal, cancer de prostata, cancer vulval, cancer de tiroides, carcinoma hepatico, carcinoma anal,
carcinoma de pene, melanoma, mieloma multiple y linfoma de células B, cancer de cerebro asi como de cabeza y
cuello, y metéastasis asociadas. En algunas realizaciones, el cancer se selecciona entre el grupo que consiste en
cancer pulmonar microcitico, neuroblastoma, melanoma, carcinoma de mama, cancer gastrico, cancer colorrectal
(CRC), y carcinoma hepatocelular.

En ciertas realizaciones, se administra al paciente un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo conjugado
con uno o mas agentes citotoxicos. En algunas realizaciones, el inmunoconjugado y/o antigeno al cual se une se
internalizan por la célula, provocando una eficacia terapéutica aumentada del inmunoconjugado en la eliminacién de
la célula diana a la cual se une. En una realizacién, el agente citotdéxico aborda o interfiere con el acido nucleico en
la célula diana. En una realizacién, el agente citotoxico aborda o interfiere con la polimerizacién de microtubulos.
Ejemplos de dichos agentes citotoxicos incluyen cualquiera de los agentes quimioterapéuticos indicados en este
documento (tal como un maitansinoide, auristatina, dolastatina, o una caliquiamicina), un isotopo radiactivo, o una
ribonucleasa o una ADN endonucleasa.

Los anticuerpos de la invencién pueden usarse solos 0 en combinacién con otras composiciones en una terapia. Por
ejemplo, un anticuerpo de la invencion puede co-administrarse con otro anticuerpo, agente o agentes
quimioterapéuticos (incluyendo cécteles de agentes quimioterapéuticos), otro u otros agentes citotdxicos, agente o
agentes anti-angiogénicos, citoquinas, y/o agente o agentes inhibidores del crecimiento. Cuando un anticuerpo de la
invencion inhibe el crecimiento tumoral, puede ser particularmente deseable combinarlo con uno o mas agentes
terapéuticos diferentes que también inhiban el crecimiento tumoral. Como alternativa o adicionalmente, el paciente
puede recibir terapia de radiacién combinada (por ejemplo, irradiacién con rayos externos o terapia con un agente
marcado de forma radiactiva, tal como un anticuerpo). Dichas terapias combinadas indicadas anteriormente incluyen
administracion combinada (donde los dos o mas agentes se incluyen en la misma formulacién o formulaciones
diferentes), y administracién separada, en cuyo caso, la administracién del anticuerpo de la invencion puede suceder
antes de, y/o después de, la administracién de la terapia o terapias adyuvantes.

Terapias de combinacién

Como se ha indicado anteriormente, la invencidén proporciona terapias combinadas en las cuales se administra un
anticuerpo anti-EphB4 con otra terapia. Por ejemplo, los anticuerpos anti-EphB4 se usan en combinaciones con
agentes terapéuticos antineoplasicos o un agente terapéutico anti-neovascularizacién para tratar diversas afecciones
neoplasicas o no neoplasicas. En una realizacién, la afeccién neoplasica o no neoplasica se caracteriza por
trastorno patolégico asociado con angiogénesis aberrante o indeseada. El anticuerpo anti-EphB4 puede
administrarse en serie 0 en combinacion con otro agente que sea eficaz para dichos fines, en la misma composicién
0 como composiciones diferentes. Como alternativa, o adicionalmente, pueden administrarse multiples inhibidores
de EphB4.

La administracion del anticuerpo anti-EphB4 puede hacerse simultdneamente, por ejemplo, como una Unica
composicién o como dos 0 mas composiciones distintas usando la misma o diferentes vias de administracion. Como
alternativa, o adicionalmente, la administracién puede hacerse secuencialmente, en cualquier orden. En ciertas
realizaciones, pueden estar presentes intervalos que varian de minutos a dias, hasta semanas a meses, entre las
administraciones de las dos o mas composiciones. Por ejemplo, el agente antineoplasico puede administrarse
primero, seguido por el inhibidor de EphB4. Sin embargo, también se contempla la administracién simultdnea o la
administracion del anticuerpo anti-EphB4 primero.

Las cantidades eficaces de agentes terapéuticos administrados en combinacion con un anticuerpo anti-EphB4 seran
a juicio del médico o veterinario. La administracién de dosificacion y el ajuste se hacen para conseguir una gestién
maxima de las afecciones a tratar. La dosis dependera adicionalmente de factores tales como el tipo de agente
terapéutico a usar y el paciente especifico que se esté tratando. Las dosificaciones adecuadas para el agente
antineoplasico son aquellas actualmente usadas y pueden disminuirse debido a la accion combinada (sinergia) del
agente antineoplasico y el anticuerpo anti-EphB4. En ciertas realizaciones, las combinaciones de los inhibidores
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potencia la eficacia de un unico inhibidor. El término "potenciar" se refiere a una mejora en la eficacia del agente
terapéutico a su dosis habitual o aprobada.

Normalmente, los anticuerpos anti-EphB4 y los agentes antineoplasicos son adecuados para la misma o similares
enfermedades para bloquear o reducir un trastorno patoldgico tal como crecimiento tumoral o crecimiento de una
célula cancerosa. En una realizacioén, el agente antineoplasico es un agente anti-angiogénesis.

La terapia anti-angiogénica en relacién al cancer es una estrategia de tratamiento de cancer dirigida a inhibir el
desarrollo de vasos sanguineos tumorales necesarios para proporcionar nutrientes para apoyar el crecimiento
tumoral. Como la angiogénesis esta implicada tanto en el crecimiento de tumores primarios como en metastasis, el
tratamiento anti-angiogénico proporcionado por la invencion es capaz de inhibir el crecimiento neoplasico del tumor
en un sitio primario asi como de prevenir la metastasis de tumores en los sitios secundarios, permitiendo por lo tanto
el ataque de los tumores por otros agentes terapéuticos.

Se han identificado muchos agentes anti-angiogénicos y son conocidos en las técnicas, incluyendo aquellos
enumerados en este documento, por ejemplo, enumerados en las definiciones, y por, por ejemplo, Carmeliet y Jain,
Nature 407:249-257 (2000); Ferrara et al., Nature Reviews:Drug Discovery, 3:391-400 (2004); y Sato Int. J. Clin.
Oncol., 8:200-206 (2003). Véase también, la solicitud de patente de Estados Unidos US20030055006. En una
realizacién, se usa un anticuerpo anti-EphB4 en combinacién con un anticuerpo neutralizante anti-VEGF (o
fragmento) y/u otro antagonista de VEGF o un antagonista del receptor de VEGF incluyendo, aunque sin limitacion,
por ejemplo, fragmentos del receptor de VEGF solubles (por ejemplo, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, neuropilinas
(por ejemplo, NRP1, NRP2)), aptameros capaces de bloquear VEGF o VEGFR, anticuerpos neutralizantes anti-
VEGFR, inhibidores de bajo peso molecular de las tirosina quinasas VEGFR (RTK), estrategias antisentido para
VEGF, ribozimas contra VEGF o receptores de VEGF, variantes de antagonista de VEGF; y cualquier combinacion
de los mismos. Como alternativa, o adicionalmente, opcionalmente pueden co-administrarse dos o mas inhibidores
de la angiogénesis al paciente ademas de antagonista de VEGF y otro agente. En cierta realizacion, puede
administrarse uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales, por ejemplo, agentes antineoplasicos, en combinacion
con anticuerpo anti-EphB4, el antagonista de VEGF, y un agente anti-angiogénesis.

En ciertos aspectos de la invencién, otros agentes terapéuticos Utiles para terapia de combinacién contra tumores
con un anticuerpo anti-EphB4 incluyen otras terapias contra el cancer (por ejemplo, cirugia, tratamientos radioldgicos
(por ejemplos, que implican irradiacion o administracién de sustancias radiactivas), quimioterapia, tratamiento con
agentes anti-neoplasicos enumerados en este documento y conocidos en la técnica, o combinaciones de los
mismos). Como alternativa, o adicionalmente, dos 0 mas anticuerpos que se unen al mismo o dos o mas diferentes
antigenos descritos en este documento pueden co-administrarse al paciente. A veces, puede ser beneficioso
también administrar una o mas citoquinas al paciente.

Agentes quimioterapéuticos

En ciertos aspectos, la invenciéon proporciona un método para bloquear o reducir el crecimiento tumoral o el
crecimiento de una célula cancerosa, administrando cantidades de un antagonista de EphB4 y/o uno o mas
inhibidores de la angiogénesis y uno 0 mas agentes quimioterapéuticos a un paciente susceptible a, o diagnosticado
con, cancer. Puede usarse diversos agentes quimioterapéuticos en los métodos de tratamiento combinado de la
invencion. Se proporciona en este documento una lista ejemplar y no limitada de agentes quimioterapéuticos
contemplados en "Definiciones".

Como se entendera por los especialistas en la técnica, las dosis apropiadas de agentes quimioterapéuticos
generalmente seran cerca de aquellas ya empleadas en terapias clinicas donde los agentes quimioterapéuticos se
administran solos o en combinacién con otros agentes quimioterapéuticos. Probablemente sucedera variacion en la
dosificacién dependiendo de la afeccion que se esté tratando. El médico que administre el tratamiento sera capaz de
determinar la dosis apropiada para el sujeto individual.

Crecimiento tumoral recurrente

A invencién también proporciona métodos y composiciones para inhibir o prevenir el crecimiento tumoral recurrente
o el crecimiento recurrente de células cancerosas. El crecimiento tumoral recurrente o el crecimiento recurrente de
células cancerosas se usa para describir una afeccion en la cual los pacientes que experimentan o se tratan con una
0 mas terapias actualmente disponibles (por ejemplo, terapias contra el cancer, tales como quimioterapia,
radioterapia, cirugia, terapia hormonal y/o terapia biolégica/inmunoterapia, terapia con anticuerpos anti-VEGF,
particularmente un régimen terapéutico convencional para el cancer particular) no son clinicamente adecuadas para
tratar los pacientes o los pacientes ya no estan recibiendo ningiin efecto beneficioso de la terapia de modo que estos
pacientes necesiten terapia eficaz adicional. Como se usa en este documento, la expresion también puede hacer
referencia a un estado del paciente "no sensible/refractario”, por ejemplo, que describe pacientes que responden a
terapia que aun padecen efectos secundarios, desarrollan resistencia, no responden a la terapia, no responden
satisfactoriamente la terapia, etc. En diversas realizaciones, un cancer es crecimiento tumoral recurrente o
crecimiento recurrente de células tumorales cuando la cantidad de células cancerosas no se ha reducido
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significativamente, o ha aumentado, o el tamafo del tumor no se ha reducido significativamente, o ha aumentado, o
no logra ninguna reduccién adicional en el tamafio o en la cantidad de células cancerosas. La determinacion de si
las células cancerosas son crecimiento tumoral recurrente o crecimiento recurrente de células cancerosas puede
hacerse in vivo o in vitro por cualquier método conocido en la técnica para ensayar la eficacia del tratamiento sobre
las células cancerosas, usando los significados aceptados en la técnica de "recurrencia" o "refractario" o "no
sensible" en dicho contexto. Un tumor resistente a tratamiento anti-VEGF es un ejemplo de un crecimiento tumoral
recurrente.

La invencion proporciona métodos para bloquear o reducir el crecimiento tumoral recurrente o el crecimiento
recurrente de células cancerosas en un sujeto administrando uno o mas anticuerpos anti-EphB4 para bloquear o
reducir el crecimiento tumoral recurrente o el crecimiento recurrente de células cancerosas en el sujeto. En ciertas
realizaciones, el antagonista puede administrarse después del agente terapéutico contra el cancer. En ciertas
realizaciones, el anticuerpo anti-EphB4 se administra simultdneamente con terapia contra el cancer. Como
alternativa, o adicionalmente, la terapia de anticuerpos anti-EphB4 alterna con otra terapia contra el cancer, que
puede realizarse en cualquier orden. La invencion también abarca métodos para administrar uno o mas anticuerpos
inhibidores para evitar la aparicion o recidiva de cancer en pacientes predispuestos a tener cancer. Generalmente, el
sujeto experimentd o estd experimentando de forma concurrente terapia contra el cancer. En una realizacion, la
terapia contra el cancer es tratamiento con un agente anti-angiogénesis, por ejemplo, un antagonista de VEGF. El
agente anti-angiogénesis incluye aquellos conocidos en la técnica y aquellos encontrados en las definiciones en este
documento. En una realizacién, el agente anti-angiogénesis es un anticuerpo neutralizante anti-VEGF o fragmento
(por ejemplo, A4.6.1 humanizado, AVASTIN ® (Genentech, South San Francisco, CA), Y0317, M4, G6, B20, 2C3,
etc.). Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos 6.582.959, 6.884.879, 6.703.020; documento
W098/45332; documento WO 96/30046; documento W(O94/10202; documento EP 0666868B1; solicitudes de
patente de Estados Unidos 20030206899, 20030190317, 20030203409, y 20050112126; Popkov et al., Journal of
Immunological Methods 288:149-164 (2004); y, documento WO02005012359. Pueden administrarse agentes
adicionales en combinacion con antagonista de VEGF y un anticuerpo anti-EphB4 para bloguear o reducir el
crecimiento tumoral recurrente o el crecimiento recurrente de células cancerosas, por ejemplo, véase la seccién
titulada Terapias de combinacién en este documento.

El anticuerpo de la invencién (y agente terapéutico auxiliar) se administra o administran por cualquier medio
adecuado, incluyendo administracion parenteral, subcutanea, intraperitoneal, intrapulmonar, e intranasal, y, si se
desea para tratamiento local, administracién intralesion. Las infusiones parenterales incluyen administracion
intramuscular, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal o subcutanea. Ademas, el anticuerpo se administra
adecuadamente por infusién pulsada, particularmente con dosis decrecientes del anticuerpo. La dosificacién puede
ser por cualquier via adecuada, por ejemplo, mediante inyecciones, tal como inyecciones intravenosas o
subcutaneas, dependiendo en parte de si la administracion es breve o crénica.

La composicion de anticuerpo de la invencion se formulara, dosificara, y administrard de un modo coherente con la
buena practica médica. Factores para la consideracion en este contexto incluyen el trastorno particular que se esté
tratando, el mamifero particular que se esté tratando, el estado clinico del paciente individual, la causa del trastorno,
el sitio de suministro del agente, el método de administracion, el programa de administracion, y otros factores
conocidos para los facultativos médicos. El anticuerpo, aunque no necesariamente, se formula opcionalmente con
uno 0 mas agentes actualmente usados para prevenir o tratar el trastorno en cuestion. La cantidad eficaz de dichos
otros agentes depende de la cantidad de anticuerpos de la invencién presentes en la formulacion, el tipo de trastorno
o tratamiento, y otros factores analizados anteriormente. Estos se usan generalmente en las mismas dosificaciones
y con vias de administracién usadas anteriormente en este documento o de aproximadamente el 1 al 99 % de las
dosificaciones empleadas hasta ahora.

Para la prevencion o tratamiento de enfermedad, la dosificacién apropiada de un anticuerpo de la invencién (cuando
se solo o en combinacién con otros agentes tales como agentes quimioterapéuticos) dependera del tipo de
enfermedad a tratar, el tipo de anticuerpo, la gravedad o curso de la enfermedad, si el anticuerpo se administra con
fines preventivos o terapéuticos, terapia previa, la historia clinica del paciente y la respuesta al anticuerpo, y la
discrecion del médico que esté atendiendo. El anticuerpo se administra adecuadamente al paciente de una vez o
sobre una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, de aproximadamente 1 ug/kg a
15 mg/kg (por ejemplo, 0,1 mg/kg-10 mg/kg) de anticuerpo es una dosificacion candidata inicial para administracion
al paciente, ya sea, por ejemplo, mediante una o mas administraciones diferentes, o por infusion continua. Una
dosificacién diaria tipica podria variar de aproximadamente 1 ug/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores
mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias o mas, dependiendo de la
afeccion, el tratamiento se sostiene hasta que sucede una supresién deseada de los sintomas de la enfermedad.
Una dosificacion ejemplar del anticuerpo seria en el intervalo de aproximadamente 0,05 mg/kg a aproximadamente
10 mg/kg. Por tanto, puede administrarse una o mas dosis de aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg o
10 mg/kg (o cualquier combinacion de los mismos) al paciente. Dichas dosis pueden administrarse de forma
intermitente, por ejemplo, cada semana o cada tres semanas (por ejemplo, de modo que el paciente reciba de
aproximadamente dos a aproximadamente veinte, por ejemplo, aproximadamente seis dosis del anticuerpo). Puede
administrarse una dosis de carga mayor inicial, seguida por una o mas dosis inferiores. Un régimen de dosificacion
ejemplar comprende administrar una dosis de carga inicial de aproximadamente 4 mg/kg, seguida por una dosis de
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mantenimiento semanal de aproximadamente 2 mg/kg del anticuerpo. Sin embargo, pueden ser utiles otros
regimenes de dosificacion. El progreso de esta terapia se controla facilmente por técnicas y ensayos
convencionales.

Los anticuerpos anti-EphB4 de la invencion son Utiles en ensayos para detectar la expresiéon de EphB4 (tales como
ensayos de diagnostico o prondstico) en células o tejidos especificos donde los anticuerpos estan marcados como
se describe a continuacion y/o estan inmovilizados en una matriz insoluble.

En otro aspecto, la invencidon proporciona métodos para detectar EphB4, comprendiendo los métodos detectar el
complejo EphB4-anticuerpo anti-EphB4 en la muestra. El término "deteccién" como se usa en este documento
incluye deteccién cualitativa y/o cuantitativa (medicion de niveles) con o sin referencia a un control.

En otro aspecto, la invencion proporciona métodos para diagnosticar un trastorno asociado con la expresiéon y/o
actividad de EphB4, comprendiendo los métodos detectar el complejo EphB4-anticuerpo anti-EphB4 en una muestra
biolégica de un paciente que tiene o se sospecha que tiene el trastorno. En algunas realizaciones, la expresiéon de
EphB4 es expresion aumentada o expresion anormal (indeseada). En algunas realizaciones, el trastorno es un
tumor, cancer, y/o un trastorno proliferativo celular.

En otro aspecto, la invencién proporciona cualquiera de los anticuerpos anti-EphB4 descritos en este documento,
donde el anticuerpo anti-EphB4 comprende un marcador detectable.

En otro aspecto, la invencion proporciona un complejo de cualquiera de los anticuerpos anti-EphB4 descritos en este
documento y EphB4. En algunas realizaciones, el complejo es in vivo o in vitro. En algunas realizaciones, el
complejo comprende una célula cancerosa. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-EphB4 esta marcado de
forma detectable.

Los anticuerpos enti-EphB4 pueden usarse para la deteccion de EphB4 en uno cualquiera de varios métodos de
ensayo de deteccion bien conocidos. Por ejemplo, puede ensayarse una muestra biolégica para EphB4 obteniendo
la muestra de una fuente deseada, mezclando la muestra con anticuerpo anti-EphB4 para permitir que el anticuerpo
forme el complejo anticuerpo/EphB4 con cualquier EphB4 presente en la mezcla, y detectando cualquier complejo
anticuerpo/EphB4 presente en la mezcla. La muestra biolégica puede prepararse para ensayo por métodos
conocidos en la técnica que son adecuados para la muestra particular. Los métodos de mezcla de la muestra con
anticuerpos y los métodos para detectar el complejo anticuerpo/EphB4 se eligen de acuerdo con el tipo de ensayo
usado. Dichos ensayos incluyen inmunohistoquimica, ensayos competitivos y tipo sandwich, y ensayos de inhibicion
estérica.

Los métodos analiticos para EphB4 usan todos uno o mas de los siguientes reactivos: analogo EphB4 marcado,
analogo EphB4 inmovilizado, anticuerpo anti-EphB4 marcado, anticuerpo anti-EphB4 inmovilizado y conjugados
estéricos. Los reactivos marcados también se conocen como "indicadores".

El marcador usado es cualquier funcionalidad detectable que no impida la unién de EphB4 y el anticuerpo anti-
EphB4. Se conocen numerosos marcadores para su uso en inmunoensayo, incluyendo ejemplos restos que pueden
detectarse directamente, tales como fluorocromo, marcadores quimioluminiscentes y radiactivos, asi como restos,
tales como enzimas, que pueden hacerse reaccionar o derivatizarse para detectarse. Ejemplos de dichos
marcadores incluyen:

El marcador usado es cualquier funcionalidad detectable que impida la unién de EphB4 y el anticuerpo anti-
EphB4. Se conocen numerosos marcadores para su Uso en inmunoensayo, incluyendo ejemplos restos que
pueden detectarse directamente, tales como fluorocromo, marcadores quimioluminiscentes y radiactivos, asi
como restos, tales como enzimas que pueden hacerse reaccionar o derivatizarse para detectarse. Ejemplos de
dichos marcadores incluyen los radioisétopos P, “C, 21, *H, y "*"I, fluoréforos tales como quelatos de tierras
raras o fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, dansilo, umbeliferona, luciferasas, por ejemplo,
luciferasa de luciérnaga y luciferasa bacteriana (patente de Estados Unidos N° 4.737.456), luciferina, 2,3-
dihidroftalazinediones, peroxidasa de rabano rusticano (HRP), fosfatasa alcalina, p-galactosidasa, glucoamilasa,
lisozima, sacarido oxidasas, por ejemplo, glucosa oxidasa, galactosa oxidasa, y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, oxidasas heterociclicas tales como uricasa y xantina oxidasa, acopladas con una enzima que
emplea perdxido de hidrégeno para oxidar un precursor colorante tal como HRP, lactoperoxidasa, o
microperoxidasa, biotina/avidina, marcadores de espin, marcadores de bacteriofago, radicales libres estables, y
similares.

Estan disponibles métodos convencionales para unir estos marcadores de forma covalente con proteinas o
polipéptidos. Por ejemplo, pueden usarse agentes de acoplamiento tales como dialdehidos, carbodiimidas,
dimaleimidas, bis-imidatos, bencidina bis-diazotizada, y similares para marcar los anticuerpos con los marcadores
fluorescentes, quimioluminiscentes y enzimaticos descritos anteriormente. Véanse, por ejemplo, las patentes de
Estados Unidos N? 3.940.475 (fluorimetria) y 3.645.090 (enzimas); Hunter et al., Nature, 144: 945 (1962); David et
al., Biochemistry, 13: 1014-1021 (1974); Pain et al., J. Immunol. Methods, 40: 219-230 (1981); y Nygren, J.
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Histochem. y Cytochem., 30: 407-412 (1982). Los marcadores preferidos en este documento son enzimas tales
como peroxidasa de rabano rusticano y fosfatasa alcalina. La conjugacion de dicho marcador, incluyendo las
enzimas, con el anticuerpo es un procedimiento de manipulacién convencional para un especialista en técnicas de
inmunoensayo. Véase, por ejemplo, O'Sullivan et al., "Methods for the Preparation of Enzyme-antibody Conjugates
for Use in Enzyme Immunoassay," in Methods in Enzymology, ed. J.J. Langone y H. Van Vunakis, Vol. 73 (Academic
Press, Nueva York, Nueva York, 1981), pag. 147-166.

La inmovilizacién de reactivos es necesaria para ciertos métodos de ensayo. La inmovilizacion implica separar el
anticuerpo anti-EphB4 de cualquier EphB4 que permanezca libre en solucién. Esto se consigue convencionalmente
insolubilizando el anticuerpo anti-EphB4 o el andlogo EphB4 antes del procedimiento de ensayo, como por adsorcion
a una matriz o superficie insoluble en agua (Bennich et al., documento U.S. 3.720.760), por acoplamiento covalente
(por ejemplo, usando reticulaciéon con glutaraldehido), o por insolubilizacién del anticuerpo anti-EphB4 o analogo
EphB4 después de ello, por ejemplo, por inmunoprecipitacion.

La expresion de proteinas en una muestra puede examinarse usando inmunohistoquimica y protocolos de tincién. La
tincidn inmunohistoquimica de secciones tisulares ha demostrado ser un método fiable para evaluar o detectar la
presencia de proteinas en una muestra. Las técnicas de inmunohistoquimica ("IHC") utilizan un anticuerpo para
sondear y visualizar antigenos celulares in situ, generalmente por métodos cromogénicos o fluorescentes. Para la
preparacion de la muestra, puede usarse una muestra tisular o celular de un mamifero (normalmente un paciente
humano). Ejemplos de muestras incluyen, aunque sin limitacién, células cancerosas tales como células cancerosas
de colon, mama, préstata, ovario, pulmén, estémago, pancreas, linfoma, y leucemia. La muestra puede obtenerse
por diversos procedimientos conocidos en la técnica incluyendo, aunque sin limitaciéon, escision quirlrgica,
aspiraciéon o biopsia. El tejido puede ser fresco o congelado. En una realizacion, la muestra se fija e incrusta en
parafina o similares. La muestra tisular puede fijarse (es decir, conservarse) por metodologia convencional. Un
especialista en la técnica apreciara que la eleccién de un agente de fijacién se determina por el propoésito para el
cual se tifie histol6gicamente o analiza de otro modo la muestra. Un especialista en la técnica también apreciara que
la longitud de fijacion dependera del tamafo de la muestra tisular y el agente de fijacion usado.

Puede realizarse IHC en combinacion con técnicas adicionales tales como tincién morfoldgica y/o hibridacion in situ
de fluorescencia. Estan disponibles dos métodos generales de IHC; ensayos directos e indirectos. De acuerdo con el
primer ensayo, la uniéon del anticuerpo al antigeno diana (por ejemplo EphB4) se determina directamente. Este
ensayo directo usa un reactivo marcado, tal como una marca fluorescente o un anticuerpo primario marcado con
enzima, que puede visualizarse sin interaccion adicional de anticuerpo. En un ensayo indirecto tipico, el anticuerpo
primario no conjugado se une al antigeno y después un anticuerpo secundario marcado se une al anticuerpo
primario. Cuando el anticuerpo secundario se conjuga a un marcador enzimatico, se afiade un sustrato cromogénico
o fluorogénico para proporcionar visualizacion del antigeno. La amplificacion de la sefal sucede porque varios
anticuerpos secundarios pueden reaccionar con diferentes epitopos en el anticuerpo primario.

El anticuerpo primario y/o secundario usado para inmunohistoquimica normalmente se marcara con un resto
detectable. Estan disponibles numerosos marcadores que pueden agruparse generalmente en las siguientes
categorias:

Ademas de los procedimientos de preparacion de muestra analizados anteriormente, puede desearse
tratamiento adicional de la seccién tisular antes de, durante o después de IHC. Por ejemplo, pueden realizarse
los métodos de recuperacién de epitopo, tal como calentamiento de la muestra tisular en tampdn citrato (véase,
por ejemplo, Leong et al. Appl. Immunohistochem. 4(3):201 (1996)).

Después de una etapa de bloqueo opcional, la seccion tisular se expone al anticuerpo primario durante un periodo
suficiente de tiempo y en condiciones adecuadas de modo que el anticuerpo primario se una al antigeno proteico
diana en la muestra tisular. Las condiciones apropiadas para conseguir esto pueden determinarse por
experimentacion rutinaria. El grado de unién del anticuerpo a la muestra se determina usando uno cualquiera de los
marcadores detectables analizados anteriormente. Preferiblemente, el marcador es un marcador enzimatico (por
ejemplo, HRPO) que cataliza una alteracion quimica del sustrato cromogénico tal como el cromégeno 3,3-
diaminobenzidina. Preferiblemente, el marcador enzimatico se conjuga a un anticuerpo que se une especificamente
al anticuerpo primario (por ejemplo, el anticuerpo primario es anticuerpo policlonal de conejo y el anticuerpo
secundario es anticuerpo de cabra anti-conejo).

Las muestras preparadas de este modo pueden montarse y cubrirse con cubreobjetos. La evaluacion del
portaobjetos después se determina, por ejemplo, usando un microscopio, y pueden emplearse criterios de intensidad
de tincién, usados rutinariamente en la técnica. Los criterios de intensidad de tincion pueden evaluarse del siguiente
modo:
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Patron de tincion Valor
No se observa tincion en las células 0

Se detecta tincion escasa/poco perceptible en mas del 10 % de las células.|1 +
Se observa tincion débil a moderada en més del 10 % de las células. 2+
Se observa tincion de moderada a fuerte en mas del 10 % de las células. |3+

Normalmente, un valor de patron de tinciéon de aproximadamente 2+ o superior en un ensayo IHC es diagnéstico y/o
prondstico. En algunas realizaciones, un valor de patrén de tincién de aproximadamente 1+ o superior es diagnostico
y/o pronostico. En otras realizaciones, un valor de patrén de tincién de aproximadamente 3 o mayor es diagnostico
y/o pronéstico. Se entiende que cuando las células y/o tejido de un tumor o adenoma de colon se examinan usando
IHC, la tincion generalmente se determina o evalla en la célula y/o tejido tumoral (en oposicion a tejido estromatico
0 adyacente que puede estar presente en la muestra).

Otros métodos de ensayo, conocidos como ensayos competitivos o tipo sandwich, estan bien establecidos y se usan
ampliamente en la industria comercial de diagnostico.

Los ensayos competitivos dependen de la capacidad de un analogo EphB4 indicador de competir con la muestra de
ensayo EphB4 por una cantidad limitada de sitios de unién a antigeno del anticuerpo anti-EphB4. El anticuerpo anti-
EphB4 generalmente se insolubiliza antes o después de la competicién y después el indicar y el EphB4 unido al
anticuerpo anti-EphB4 se separan del indicador no unido y EphB4. Esta separacion se consigue decantando
(cuando el patrén de unién esta pre-insolubilizado) o por centrifugacion (cuando el patron de unidn se ha precipitado
después de la reaccion competitiva). La cantidad de muestra de ensayo EphB4 es inversamente proporcional a la
cantidad de indicador unido medida por la cantidad de sustancia marcadora. Se preparan curvas de respuesta a
dosis con cantidades conocidas de EphB4 y se comparan con los resultados de ensayo para determinar
cuantitativamente la cantidad de EphB4 presente en la muestra del ensayo. Estos ensayos se llaman sistemas
ELISA cuando se usan enzimas como marcadores detectables.

Otra especie de ensayo competitivo, llamado ensayo "homogéneo", no requiere una fase de separacion. Aqui, se
prepara un conjugado de una enzima con el EphB4 y se usa de modo que cuando el anticuerpo anti-EphB4 se une
al EphB4 la presencia del anticuerpo anti-EphB4 modifica la actividad enzimatica. En este caso, el EphB4 o sus
fragmentos inmunolégicamente activos se conjugan con un puente organico bifuncional a una enzima tal como
peroxidasa. Los conjugados se seleccionan para su uso con anticuerpo anti-EphB4 de modo que la unién del
anticuerpo anti-EphB4 inhibe o potencia la actividad enzimatica del marcador. Este método per se se practica
ampliamente con el nombre de EMIT.

Se usan conjugados estéricos en métodos de impedancia estérica para ensayos homogéneos. Estos conjugados se
sintetizan por unién covalente de un hapteno de bajo peso molecular a un fragmento pequerio de EphB4 de modo
que el anticuerpo contra el hapteno es sustancialmente incapaz de unirse al conjugado al mismo que el anticuerpo
anti-EphB4. En este procedimiento de ensayo el EphB4 presente en la muestra de ensayo su unira al anticuerpo
anti-EphB4, permitiendo de este modo que el anti-hapteno se una al conjugado, provocando un cambio en el
caracter del hapteno conjugado, por ejemplo, un cambio en la fluorescencia cuando el hapteno es un fluoréforo.

Los ensayos tipo sandwich particularmente son Utiles para la determinacién de EphB4 o anticuerpos anti-EphB4. En
ensayos tipo sandwich secuenciales se usa un anticuerpo anti-EphB4 inmovilizado para adsorber el EphB4 de la
muestra de ensayo, la muestra de ensayo se retira como por lavado, el EphB4 unido se usa para adsorber un
segundo anticuerpo anti-EphB4 marcado y el material unido después se separa del indicador residual. La cantidad
de indicador unido es directamente proporcional al EphB4 de la muestra de ensayo. En ensayos tipo sandwich
"simultdneos” la muestra de ensayo no se separa antes de afiadir el anticuerpo anti-EphB4 marcado. Un ensayo tipo
sandwich secuencial usando un anticuerpo monoclonal anti-EphB4 como un anticuerpo y un anticuerpo anti-EphB4
policlonal como el otro es til en el ensayo de muestras para EphB4.

Lo anterior son simplemente ensayos de deteccion ejemplares para EphB4. Otros métodos ya desarrollados o por
desarrollar que usen anticuerpo anti-EphB4 para la determinacion de EphB4 se incluyen dentro del alcance de los
mismos, incluyendo los bioensayos descritos en este documento.

Articulos de fabricacion

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un articulo de fabricacion que contiene materiales Utiles para el
tratamiento, prevencién y/o diagnostico de los trastornos descritos anteriormente. El articulo de fabricacion
comprende un recipiente y una etiqueta o prospecto sobre o asociado con el recipiente. Los recipientes adecuados
incluyen, por ejemplo, frascos, viales, jeringas, etc. Los recipientes pueden formarse a partir de diversos materiales
tales como vidrio o plastico. El recipiente aloja una composicién que es por si misma o cuando se combina con otra
composicidbn o composiciones eficaz para tratar, prevenir y/o diagnosticar la afeccién y puede tener una via de
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acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de solucién intravenosa o un vial que tiene un tapén
perforable por una aguja de inyeccion hipodérmica). Al menos un agente activo en la composicion es un anticuerpo
de la invencion. La etiqueta o prospecto indica que la composicion se usa para tratar la afeccién de eleccion, tal
como cancer. Ademas, el articulo de fabricacion puede comprender (a) un primer recipiente con una composicién
contenida en el mismo, donde la composicion comprende un anticuerpo de la invencién; y (b) un segundo recipiente
con una composicién contenida en el mismo, donde la composicién comprende un agente citotoxico adicional. El
articulo de fabricacion de esta realizacion de la invencién puede comprender adicionalmente un prospecto que
indique que la primera y segunda composicion de anticuerpo puede usarse para tratar una afeccion particular, por
ejemplo, cancer. Como alternativa, o adicionalmente, el articulo de fabricacion puede comprender adicionalmente un
segundo (o tercer) recipiente que comprende un tampoén farmacéuticamente aceptable, tal como agua para
inyeccién bacteriostatica (BWFI), solucion salina tamponada con fosfato, solucion de Ringer y solucién de dextrosa.
Puede incluir adicionalmente otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo
otros tampones, diluyentes, filtro, agujas, y jeringas.

Los siguientes son ejemplos de los métodos y composiciones de la invencion. Se entiende que pueden ponerse en
préactica otras diversas realizaciones, dada la descripcién general proporcionada anteriormente.

Ejemplos

Ejemplo 1: generacién de anticuerpos anti-EphB4

Los anticuerpos anti-EphB4 se generaron usando presentacién en fagos, usando la proteina EphB4-His para
seleccionar el fago. Se conoce diversos métodos en la técnica para generar bibliotecas de presentacion en fagos a
partir de las cuales puede obtenerse un anticuerpo de interés. Un método para generar anticuerpos de interés es a
través del uso de una biblioteca de anticuerpos en fagos como se describe en Lee et al., J. Mol. Biol. (2004),
340(5):1073-93. Los clones seleccionados usando la presentacion en fagos se exploraron frente a la proteina
EphB4-His usando ELISA de fagos. Los clones Unicos se seleccionaron para caracterizacion adicional por ELISA de
competicién de fagos y un ensayo de bloqueo para determinar si el clon de anticuerpo de fago podia bloquear las
interacciones EphB4-efrinaB2. El clon 30.35 funciond de forma favorable y se seleccioné para analisis adicional.
Para mejorar la afinidad del clon 30.35, se generaron bibliotecas de presentacion en fagos en el fondo de YW30.35,
que abordan cada una HVR seleccionadas para asignacién aleatoria suave o fuerte. Los clones seleccionados se
exploraron por ELISA de fagos y después se expresaron como proteina Fab y se determiné su afinidad usando
Biacore. Los clones seleccionados se remodelaron como IgG de longitud completa, y se determin6é su afinidad
usando Biacore. Las secuencias del clon precursor 30.35 y los clones de afinidad madurada se muestran en la
Figura 1.

Ejemplo 2: caracterizacién de anticuerpos anti-EphB4

Para determinar la afinidad de unién de Mab anti-EphB4, se us6 medicién por resonancia de plasmoén superficial
(SRP) con un Biacore™-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ). En resumen, se activaron chips biosensores de
dextrano carboximetilado ((CM5, BlAcore Inc.) con clorhidrato de N-etil-N* (3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC)
y N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. El anticuerpo anti-EphB4 se diluyé
con acetato sodico 10mM, pH 4,8, en 5ug/ml antes de inyeccién a un caudal de 5ul/minuto para conseguir
aproximadamente 500 unidades de respuesta (RU) del anticuerpo acoplado. A continuacion, se inyect6é etanolamina
1M para bloquear los grupos sin reaccionar. Para mediciones de cinética, se inyectaron diluciones en serie de factor
dos de moléculas EphB4-His humanas o murinas (0,7nM a 500nM) en PBS con Tween 20 al 0,05 % a 25°C a un
caudal de 25ul/min. Las tasas de asociacién (kon) y disociacion (ko) se calcularon usando un modelo de unién simple
uno a uno de Langmuir (BlAcore Evaluation Software version 3.2). La constante de disociacién en equilibrio (Kd) se
calculé como la proporcion keitkon. LOS resultados de este experimento se muestran en la Tabla 3. "NA" significa que
la medicién no se realiz6.

TABLA 3: Afinidad de unién y cinética de anticuerpos anti-EphB4 por EphB4 humano y de ratén.

) antigeno murino antigeno humano
Anti-EphB4 5 = 5 =
kon/10 koff/10 Kd(nM) kon/10 koff/10 Kd(nM)
YW30.35 0,31 0,75 2,4 0,03 0,96 32

YW30.35.1D2 1,28 < 0,05 < 0,04 0,36 < 0,05 <0,14
YW30.35.2D8 0,92 < 0,05 < 0,05 0,4 < 0,05 <0,12
YW30.35.2D12 NA NA NA 0,27 < 0,05 <0,19
YM30.35.2D13 NA NA NA 0,45 < 0,05 < 0,11

En diferentes experimentos, se ensayo la reactividad cruzada del clon 30.35 del anticuerpo anti-EphB4 frente a otros
receptores EphB. En resumen, se transfectaron de forma transitoria células COS7 con plasmidos que expresaban
EphB1 humano de longitud completa, EphB2 humano, EphB4 humano o EphB6 humano. 24 horas después de la
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transfeccion, las células se sometieron a andlisis FACS para detectar la unién por anticuerpos anti-EphB4, si los
hubiera. El clon 30.35 anti-EphB4 no reaccion6 de forma cruzada con EphB1 humano, EphB2 humano, EphB3
humano o EphB6 humano.

Ejemplo 3: el anticuerpo anti-EphB4 bloqued la sefializacién del receptor EphB4 en un ensayo basado en células

Para demostrar la capacidad de anticuerpos anti-EphB4 de bloquear la interaccién de EfrinaB2 unida a membrana y
EphB4, se realizé un ensayo basado en células en que se presentaron EphB4 y EfrinaB2 por diferentes tipos
celulares. Se usaron células 3T3 que sobreexpresaban EfrinaB2 humano para estimular células HUVEC que
expresan un elevado nivel de EphB4 pero bajo nivel de EfrinaB2, y se ensay6 la capacidad del anticuerpo anti-
EphB4 de inhibir la activacién de EphB4.

Se prepararon células 3T3 que sobreexpresaban EfrinaB2 humano del siguiente modo: se cloné EfrinaB2 de
longitud completa humano en el vector pcDNA5/FRT (Invitrogen) y posteriormente se us6 para generar la linea
celular estable con células 3T3.Flp (Invitrogen) de acuerdo con el manual del fabricante.

Las células 3T3 que sobreexpresaban EfrinaB2 humana se recubrieron sobre células HUVEC durante 15 o 30
minutos, en presencia 0 ausencia de anticuerpo anti-EphB4. La activacion del receptor EphB4 se evalud por
inmunoprecipitacién de proteina EphB4, después deteccion de presencia o ausencia de fosforilacion de la tirosina
del receptor usando un anticuerpo anti-fosfotirosina (anticuerpo 4G10; Upstate) usando transferencia de western. En
resumen, las células se lisaron con tampoén RIPA. Los lisados celulares se aclararon por centrifugacion y se anadié
anticuerpo anti-EphB4 35.2D8 a 5 ug/muestra. Después de incubacién a 4 °C durante dos horas, el inmunocomplejo
se demolié usando agarosa de proteina A. se analizo la fosforilacion de EphB4 por transferencia de western usando
anticuerpo anti-fosfotirosina 4G10 (Upstate) a una concentracion de 1 ug/ml.

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 7. El recubrimiento de células 3T3 sobre células
HUVEC caus6 una drastica fosforilacién de tirosina de EphB4 (carril 4 y 5). Una pre-incubacion de 30 minutos de
HUVEC con anticuerpo anti-EphB4 (clon 35.2D8 a 5 ug/ml) suprimié de forma eficaz la fosforilacién de tirosina de
EphB4 inducida por recubrimiento de células 3T3-EfrinaB2 (carril 69. En contraste, el tratamiento de células HUVEC
con anti-EphB4 solamente no causoé activacion de EphB4 en HUVEC (carril 2 y 3), y células HUVEC no tratadas no
demostraron activaciéon de EphB4. Estos resultados establecieron que el anticuerpo anti-EphB4 bloqueaba la
interaccion ligando-receptor en el contexto del contacto célula-célula directo.

Aunque la anterior invencion se ha descrito en algun detalle a modo de ilustracion y ejemplo con fines de claridad de

comprension, los ejemplos no deben entenderse como limitantes del alcance de la invencién, que se define en las
reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-EphB4 aislado que comprende seis HVR, en el que cada HVR comprende o consiste en una
secuencia seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID N® 1-17, y en el que las SEC ID N2 9 o 10
corresponden a una HVR-L1, las SEC ID N2 11 0 12 correspondeb a una HVR-L2, las SEC ID N° 13, 14, 15,16 0 17
corresponden a una HVR-L3, las SEC ID N® 1 o 2 corresponden a una HVR-H1, las SEC ID N° 3, 4, 5 0 6
corresponden a una HVR-H2, y las SEC ID N° 7 u 8 corresponden a una HVR-H3, en donde el anticuerpo bloquea la
unién de efrinaB2 a EphB4 y bloquea la fosforilacion de tirosina mediada por efrinaB2 de EphB4 y no reacciona de
forma cruzada con EphB1 humano, EphB2 humano, EphB3 humano o EphB6 humano.

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo comprende HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-
H2 y HVR-H3, en donde cada una, en orden, comprende:

(i) las SECIDN29, 11,13, 1,3y 7;
(ii) las SEC ID N2 10, 12, 14, 1,3 y 8;
(iii) las SEC ID N2 9, 11, 15,2,4 y 7;
(iv) las SEC IDN29, 11,16, 1,5y 7; 0
(v)las SECIDN29, 11,17,1,6y 7.

3. El anticuerpo de la reivindicacién 1 o de la reivindicacion 2, en donde el anticuerpo comprende la secuencia
flanqueante consenso de cadena pesada humana de subgrupo Il y comprende una sustituciéon en una o mas de las
posiciones 71, 73 o 78, opcionalmente una o mas de R71A, N73T o N78A.

4. Un polinucleétido que codifica un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-3.

5. Un vector que comprende el polinucleétido de la reivindicacion 4, opcionalmente en donde el vector es un vector
de expresion.

6. Una célula hospedadora que comprende un vector de la reivindicacién 5, opcionalmente en donde la célula
hospedadora es de mamifero.

7. Un método in vitro para preparar un anticuerpo anti-EphB4 o un inmunoconjugado anti-EphB4, comprendiendo
dicho método (a) expresar un vector de expresion de la reivindicacion 5 en una célula hospedadora adecuada, y (b)
recuperar el anticuerpo.

8. Un método para la deteccion de EphB4, comprendiendo el método detectar complejo EphB4-anticuerpo anti-
EphB4 en una muestra bioldgica,

en donde el anticuerpo anti-EphB4 en el complejo es un anticuerpo anti-EphB4 de cualquiera de las reivindicaciones
1-3, opcionalmente en donde el anticuerpo anti-EphB4 esta marcado de forma detectable.

9. Un método para diagnostica un tumor, un cancer y/o un trastorno proliferativo celular asociados con expresion de
EphB4, comprendiendo el método detectar complejo EphB4-anticuerpo anti-EphB4 en una muestra biolégica de un
paciente que tiene o se sospecha que tiene el trastorno,

en donde el anticuerpo anti-EphB4 en el complejo es un anticuerpo anti-EphB4 de cualquiera de las reivindicaciones
1-3, opcionalmente en donde el anticuerpo anti-EphB4 esta marcado de forma detectable.

10. Una composicion que comprende un anticuerpo anti-EphB4 de cualquiera de las reivindicaciones 1-3 o un
polinucleétido o un vector de las reivindicaciones 4 o 5, opcionalmente en donde la composicibn comprende
adicionalmente un vehiculo.

11. El anticuerpo anti-EphB4 de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, para su uso en un método de tratamiento
médico.

12. El anticuerpo anti-EphB4 para el uso de la reivindicacién 11, que es para su uso en un método para inhibir la
angiogénesis, comprendiendo el método la administracion de una cantidad eficaz del anticuerpo a un sujeto que
necesite dicho tratamiento, comprendiendo adicionalmente el método opcionalmente administrar al sujeto una
cantidad eficaz de un agente anti-angiogénico,

en donde el agente anti-angiogénico es opcionalmente un antagonista del factor de crecimiento celular del endotelio
vascular (VEGF), opcionalmente ademas un anticuerpo anti-VEGF, opcionalmente ademas también bevacizumab.

13. El anticuerpo anti-EphB4 para el uso de la reivindicacion 12, comprendiendo adicionalmente el método
administrar una cantidad eficaz de un agente quimioterapéutico.

14. El anticuerpo anti-EphB4 para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 11-13, que es para su uso en un

método para tratar un cancer, un tumor y/o un trastorno proliferativo celular, comprendiendo el método la
administracion de una cantidad eficaz del anticuerpo a un sujeto que necesite dicho tratamiento.
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15. Uso de un anticuerpo anti-EphB4 de cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en la preparacion de un medicamento
para inhibir la angiogénesis y/o tratar un cancer, un tumor, y/o un trastorno proliferativo celular.

57



ES 2526204 T3

FIG. 1

Biojololo|o
Il Si-{>{> > 1>
%=
Bi=i=i=== olajn|n|nio
Himiwwmim|w D= ZB|Ei=
pialiatialfniis) L et et
R =Lt LD 3 U e e
Bix-1-- o> onnioinjo
Kol fwio|o o7 M| Y ] N} oAt A4 4 I
]l o oo i TR o [ ] T OGO RO 24 st ST Eo8) B
-4 J B Y O Rlwlw|wiw|w R GHGIOH G O] i) T T P
S {3 I [ Blwlo|wio|o S at] |t by B T 1 T Blou o iaj
o
pJ PO PR PR N [N Sivlnlo{n|w Rincloeloejoe oz Llvniwjw|wle Oien|wlofnimn Staldalalala
Soluiziolo R i {3 > o4 ] Y ) ] S I o (Lt = e [ p: 4 [ S S P
v
Slwlw|wminlw oo il Eilololoiolo Bioioio| ol by JOOTY Y O Bl ji—f-| 3
S—l=]-1-1- -1 >|> LSim|w|winm|w Nio|cio|oio o (PR3 T (TR (TN Nl>-j=irlje
b L e e 1 bt e e E B B Fio|wnlwio|o Kiw|wiw|win Hiw|winjn|v pad TAH T I e
] (TN [FIRTR R0 [T e HGHOHOHO! R (s Inad [ in'd vl PR E LR AL ¢ LAl d i 4 d B _%QQEKQ
= L Rt R -+ [s)]
Ti&lejooie|lol  |[SQoojojoo]  [2igix|alali|ls] Si¥ixlridoix]  iNSnoone]  [92aloiaao
= ool THE o oo [E o oot NS 2 P P fod = celon| S o ol I8
alla]ia]fal = oin|ain € clhio|o I iailal e o aclalo lallalla fa)
< — NI O c —OhoY c et et o A £ AN N o e PN c bt et o O
° il =) et tet Vet ITa1Te) o uw | e jus ° winho|usjus = | ushio o Wi | i
O [Blamicsial |Gl Riaimiminl  {G] [elaemiatedl  10] (@mjm|eiast 10| @mlae|dfa] (o] (eale|eslenlen
[y o3 L ] oo Y Eam ] OO o] {0 L] R J L] o] [onv ] Roi ] Luime ] Pt T} L] Fon e} o | Foin}
Lanl Dol [ibl Lapk [apl LSRR e R Tarl Fasdian] [ap] Ragt Eartianl{ae Lan] EapdEan ] Eonl i Lo d T Tl Roged fad La I RapHan i apt Loyl

58



ES 2526204 T3

Ve Old
A

-ZH- AMTTONSHITOUAM
-FH= AMTATIOADITIEAM
-ZE- ARTTIOASATOEAM
~-ZH~ SARTTIDADAVONAN
~ZH~ AMEISADATIYAN
~ZH~ ARTIOAOATIEAMN
-ZH~- SARAESIDAVIEAN
~ZH~ AMETONGAYOTAM
~ZH~ ANMFATONSAVOUAN
-fH- ARFTIONOJVOUAM
~ZH=- _m>am4wMUmm@m>z
-ZH- IMFTOASAACEIN
~ZH~ IMBTINDIINYITH
~ZH™ INETONDIIOUIM
~ZH~ [B1M3TONSAI0UIM
~ZH" WMATIOOIVHIAM
~ZH~ HMATISHOIVEIAM
~ZH- HMETSODdY0HAN
-ZH- [BrMETSEOIVDUAM

Ia.r.ml
....ﬂm.ml
AINAD

SYYaSTIIISaDdTATEDDSIAIDAY
SYVISTITISODAOATRDDSEATINY
SYYOSTETISNSIBATHDDSIATIAE
SYVOSTIETISSDIDAEDDDSIATIIAT

!.Hm.m'

l.ﬂml
.I.Hm.l

HINAD

SYYOSTHISDDADATOODSEATOAT
SYVDSTUIEHDADATODDSIATOAL
SYVYISTHISOOIDATLODSIATOAT

l.ﬁm.m!.

|.Mmll
..;Hm.l
I..ﬂml.

SYYOSTATEDDADATODDSIATOAT
SYYISTHTISHDIOATODDSHATICAT
SYYOSTHISOOIGATHODSEATOAR

SALITSYYISTYISDOAOATIODDSEATOAS

l..._..m.l

SALILISTEDSINATOADSRGTIOAD
SALDLTEILROSAAATOADSEDTOAD
SALILISTINSZNATADSA0TBAD

_mpmmwm>HUHnga@mmwpqwmmmmaqwbo

-I._r‘Mwl

SYADSANASYOIYHARYDSOATOAD
SYUDSAUASYOIUNATIVOSTIATIOAD
SYEDSAYASYDIUNAAVISOATOAC

“BhawwmmMUm>M>mmwmmx>mmw SOATOAD

=L L0

Joydaoe opunfiag

2

g

¥
Joydaoy

= OO

— L MO0

59



ES 2526204 T3

FANE
9e -
GE -
ve -

€L -
AN
bE -

0% -
82 -
8¢ -
L

g9g:
GZ -
v -
€c-

2e -
LZ -
0¢ -
6 :

oN 1 O3S
oN Ol J3€
oN (1 D38
oN 1 D38

oN Ol J3€
oN (1 D38
oN 1 D38

oN 1 O3S
oN Ol J3€
oN (1 D38
oN 1 D38

oN 1 O3S
oN Ol J3€
oN (1 D38
oN 1 D38

oN 1 O3S
oN Ol J3€
oN (1 D38
oN 1 D38

SSATLATLIOOOHM
YYALATLEO0OM
SSALATEOOOM
SSALATLDODM

..imml.
!-mm..-
l.mmm.l
iiﬂm.ml_

SSALATLOLOM
SSALATEODOM
SSALATTLODDM

ummbaammamqwzamﬂwﬁazm%h&RmHamm
4umwpmammmmqmzzuamﬁwzmﬂﬂﬂﬁmHamm
AYIAXAVEGEVITINROTAINASLAVS I & JY
AYIAAAVIAAVHTE NN TAGI I SILAMS TL A8

Joydeoe opunbag

< 0O 0

unm.m.m-l

SSAIATIOGIM
GeATATLDODM
SYALATLIO0OM
SOAIATLIEOODM

SIALATLD0ODH
SSAIATLOODM
SSALATLIOOON
SEALATLOODN

SEATATESDOM
S$SALATLDGDN
SSATATIO0DH
SeALATESDOM

. gum g

SOAXAYIAIVITSNROTAGINYSTANS IEAY O

ESOAIAVIQIVIISHHOTAVLNYSIIAVS IL 48 ¢

YSDAXAVIQAVETSNROTAVLNESTCHS 1138 VY
loydaoy

..lm...m*.l
!-m.m.m:!
.....mm..l
lmwln

JXXAYLARVYTSNHOTXTLNAISNQYSILdd d
VOAZAVIGAVHISNWOTIATORISHANSILIY O
BYDAAAVIQICHISNHOTATINASNAYEILAY ¢
MYDAAAVIOIVHTSHKOTATLNNSNAYSTILIE V

lnmmnl
-lmml-
‘mm.\
Iumm.!

DALZAVIOVVLASSTIEISIONNSIIABILEAY (O
YOAAAYLOVVYIASSINISAONASLAASILIAY )
AYILAAVIOVYEASSTEISIONASLAASIIAY ¢
AYIAZAVIOYYIASSIMISADNASLAASILAY
i

slm.m.ml-
immal
HIMMIM.I
lmm.\

DAAAVLCGISHISSTEWAVLELGLAYLIEAY
COAZAVIQESYISSTIRNATLSLSLAYLILIAE 7
AYDELAAVEIZSEISSTINAVISLILUYLILAY &
HYDAAAYICGASHISSITAHAVLISLSLGYLILAY Y
i

60



ES 2526204 T3

by oN Q! DS
OF 1 oN 4! 248
6L 'oN (! 238
8% - oN 0! 049

q1zANLo094d] ~¢7- iiavacE
ATTARNLOODA| -£1- J0AZAVIQE

é s g
MITANLIODOA] -£T~ {DAXADAGE

MIZANID0DA] ~€T~ [DAAIVIQE

WP W a M o0 on DA M v W0 o0 00 DN ME MR MO OO 0D MR JU MK O 00 04 Du U MW MD 09 00 DN XY MM 4 00 00 DO 3N M M M 66 3 3N N KO ER

o o e ool

YOISSILTLIA0LD896554¥AdA0] ~ 2T~ I TINdaboantlan] ~ 19~ PNIIVEIDISAYISTASBINRAIA
JATISTINIIALOSOSDSIHAATI[ ~¢ T~ RITTHAYOSAUODAM] ~T T~ [0STLVIEDASTSTIDASOITALE
YHANSINTLAALO§DS9848adA0] ~¢ T~ AT TI04500aN0TAM] ~T 1~ [DSISYAIDdLAdTSTISOINALA

ADTSSIITLAALDSOSOSAUSAAD[ — 21~ AT TINAVHDIND0EM] - 11~ PITLANGDASYSTSSASOIRO I

Y
et
ZhY

2

61



ES 2526204 T3

Secuencias flangqueantes de cadena ligera de huMAb4D5-8

LC-FR1  lasp Ile Gln Met Thr Cln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
Asp Arg val Thr Ile Thr €ys?3 (seC rp wo: 42)

LC-FR2  *®rrp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leuw Leu Ile pyré®
{8EC D wo: 43}

LC-FR3  ®igly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr
Leu Thy Ile Ser Ser Leu &ln Pro &lu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cy;—‘,S"=
(SEC 1D RO: 44)

LEC-FR4 ?%phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Tle Lys®7 (8EC 1n wo: 45)

Secuencias flanqueantes de cadena pesada de huMAb4D5-8

HCFR1 ¢lu val ¢lr Leu val ¢lu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
Ser Leu Arg Leu Ser (ys Ala Alae Sarls {S¥C ¥Dh WOy 463

HC-FR2  3%Trp val arg Gln Ala Pro Gly Lys Giy Leu Giu Trp vali®
{SEC 1D wo: 47)

HC-FR3 ®farg Phe Thr Tle Ser Ale Asp Thr Ser Tys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
Met Asn®® Ser®3® reuf¥® arg™c pla Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cysd?
(SEC 1D No: 48)

HC-ER4  1037pp Gly Gln Gly Thr Leu Vel Thr val Ser Ser*l® (sgc rn wo: 49)

Secuencias flangueantes de cadena ligera de huMAb4D5-8 modificadas en la posicién 66 (subrayada)

LC-FRT lzsp Tle Gln Met Tar 6ln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
asp Arg val Thr Ile Thr Cys®® (gec 1p wo: £2)
LC-FR2  ¥7ep Tyr Gln Gin Tys Pro Gly Lys Ala Pro Tys Teu Leu Ile Tyr*?
(SEC D ®o: 433
LC-FR3  57gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
Leu thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys®®
{SBC ID Wo: 5O
LC-FR4  *fprhe Arg Gln ¢ly Thr Lys Val Glu Ile Lys'®? (SEC Ib wo: 45)
Secuencias flanqueantes de cadena pesada de huMAb4D5-8 modificadas en las posiciones 71, 73 y 78 (subrayadas)

HC-FR1  lGic Val Gln Leu val Clu Ser Gly ¢ly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
Ser Leu Arg Leu Ser Cys 2la Ala Ser?® (SEC ID No: 46)

HC-FR2  J7rp val 2rg Gln Ala Pro Giy Lys Gly Leu Glu Trp val®
(SEC TD wo: 47)

HG-FR3  ®%are phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asz Thr Leu Tyr Leu Gin
Mat Asndd SerBls LeuB3b Argf3c Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
Cys®® (8BC 1p RO 313

HCFR4 18mpp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr val Ser Ser?® (sc 1o ®o: 49)

FIG. §
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30.35

VH

EVQILVESGGELVOPGGSLRLECAASGFFISGYY IHWVRQAPGKGLEWVGGIYPYSGSTDY
ADSVREGYADSVRGRFTESADTSKNTAY LOMNSLRAEDTAVY Y CARGSGLRLGGLOY AMDYRGOGTLYT

{SEC ID N°:53)

VL

DIOMTOSPSSLSASVGERVT ITCRASODYV ETAVAWYQOK PGKAPKLLIYSASFLYSGVPS
RFSGSGEGTDFTLTLSSLOPEDFATYYCOQSYPTPPTFGOGTRVEIRR ( SEC ID N°:54)

30.35.1D2

VH

EVQLVESGGGLVOPGGELRLECAASGIF T ISGYY THWVRQAPGRKGLEWVGGIYPYSGSTEDY
ADSVKGYADSVEGRFTISADTSKNTAY LOMNSLRAEDTAVYYCARS SGLRLGGEDYAMDYWGQGTL.VT

(SEC ID nN°:55)

VL

DECMTOSPEELSASVGDRVTITCRASODSEIFLAWYQQKPGRAPKLLIYSABNLESGVES
RFSGSGEGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQOSNAVPLTFGOGTRVEIRR (SEC ID N°:56)

30.35.2D8

VH

EVOLVESGGOLVOPGGSLRLSCAASGFSISNY YLHWVRQAPGKGLEWVGGIYLYGSSSEY
ADSVEGYADSVEGRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARGSCLRLGCLDYAMDYHWGOGTL.VT

{SEC ID N9 :57)

VL

DIOMTOSPSSLAASYVGDRVTIPCRASQDVETAVAWYOORPCRAPKLLIYEAST LY SGVES
RFSGSGSGTDFTILTISSLOPEDFATYYCQESTTTPPTFGOGTRVEIRR (SEC ID N°:58)

30.35.2D12

VH

EVOLVESGGELV)PGEGSLRLSCAASGPTISGY Y IHWVROAPGEGLEWVGGIYLYSGERGY
ADSVKGYADSVEGRITISADTSKNTAY LOMNS LRAEDTAVYYCARGSGLRLGGLDYAMDYWCQGTE V'

{SRC ID N°:59)

T,

DIOMTOSPSSLSASVEDRVTITCRASODVS TAVAWYQOKPGRAPRLLIYSASFLY SGVES
RFSGSGSGTDITLTISSLOPEDFATYYCOKSETIPPSTGRGTRVEIRR (SRC ID N° :60)

30.35.2D13

VH

EVQLVESGGELVOPGGSLRLSCARSGFTISGY Y THWVROAPGRKGLEWVGG IYLYSGETDY
ADSVEGYADSVRGRFTISADT SKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARGSGLREGGLDYAMDYWGQGTLYT

{SEC ID N°:61})
VL

DIQMTOSPSSLSASVGDRVIITCRASQDVSTAVAWYQOKPGRAPKLLIYSASFLYSGVPS
RFSGSGESGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOOTAQTPETFGOGTRVEIRR (8RC ID N° :62)

FIG. 6
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HUVEC B * + o+ + +

3T3-EfrinaB2 Bm 30m 30m
Anti-EphB4 18m 30m 15m
P anti-EphB4

WR: anti-EphB4 -EphB4

IP: anti-Ephi34
WE: anti-pY
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