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DESCRIPCION
Polipéptidos de unién beta del receptor PDGF
Introduccion

El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) es un potente mitégeno y quimioatrayente en células de
origen mesenquimatoso y esta implicado en las patologias de muchas enfermedades. PDGF existe como un dimero
unido por disulfuro que consiste en dos cadenas homologas, A o B, que se pueden combinar para formar tres
isoformas de PDGF distintas, AA, BB o AB. Todas las isoformas de PDGF median su efecto mitogénico al unirse a
un receptor de PDGF de superficie celular (PDGFR).

Los receptores PDGF pertenecen a la familia de las tirosina quinasas y consisten en dos isoformas de receptores,
alfa y beta. Las isoformas alfa y beta se pueden distinguir por sus especificidades de unidon de ligando distintas, el
receptor beta de PDGF se puede unir solo a la cadena B (isoformas BB y AB), mientras que el receptor alfa de
PDGF se puede unir a todas las isoformas de PDGF.

La union de PDGF a una superficie celular PDGFR provoca la dimerizacion del receptor y la transautofosforilacion
que, a su vez, produce eventos de sefalizacion intracelular que causan, entre otras cosas, proliferacion celular y
migracion celular. De acuerdo con lo anterior, los antagonistas de PDGFR que bloquean la uniéon de PDGF y/o la
dimerizacion del receptor se pueden usar para tratar o prevenir enfermedades asociadas con la activacién de
PDGFR.

Por lo tanto, existe una necesidad en la técnica de nuevos antagonistas de PDGFR que se puedan usar para tratar
enfermedades asociadas con la activacion de PDGFR.

D1 (WO 2008/130704), por ejemplo, describe los anticuerpos humanos 1B3 y 2C5 obtenidos mediante el cribado de
una biblioteca Fab humana naive que reacciona especificamente con PDGFRpB. D2 (Shen J. et al. (2007)
Biochemical and Biophysical Research Communications 357: 1142-1147) y D3 (Shen J. et al. (2009) Neoplasia
11(6): 594-604) describen adicionalmente los anticuerpos 1B3 y 2C5.

Resumen de la invencion
La invencion es como se define en las reivindicaciones.

Mas particularmente, la invencion se refiere a un polipéptido de unién aislado que consiste en un dominio pesado
(VH) variable que se une especificamente a PDGFRp, en el que el dominio VH comprende secuencias de
aminoacidos CDR3, CDR2 y CDR1, en el que

(i) la CDR3 comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 1, la CDR2 comprende la secuencia
de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 3, y la CDR1 comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ
ID NO: 35y en el que el dominio VH comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NOs: 321-324, o

(i) la CDR3 comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 1, la CDR2 comprende una
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 25, y la CDR1 comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 46 y en el que el dominio VH comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NOs: 345 y 360,

y en el que el polipéptido de unién aislado se une al PDGFRpB con un Kd de menos de 250 pM medido por
resonancia de plasmon superficial, preferiblemente con un Kd de menos de 100 pM medido por resonancia de
plasmon superficial.

La presente invencion proporciona polipéptidos de uniéon que se unen especificamente a PDGFRp (por ejemplo,
PDGFRB humano) con alta afinidad y antagonizan la activacion de PDGFRp. Tales polipéptidos de unién son
particularmente Utiles para tratar enfermedades o trastornos asociados a PDGFRp (por ejemplo, degeneracion
macular relacionada con la edad (AMD)). La especificacion también describe bibliotecas de polipéptidos de unién,
composiciones farmacéuticas, asi como acidos nucleicos que codifican polipéptidos de unién, vectores de expresion
recombinantes y células huésped para fabricar tales polipéptidos de uniéon. También se describen métodos de uso
de polipéptidos de unién descritos en la especificacion para detectar PDGFRp y para modular la actividad de
PDGFRB.

De acuerdo con lo anterior, en un aspecto, la invencién proporciona un polipéptido de unién aislado que consiste en
un dominio VH, en el que, como dominio aislado, el dominio VH se une a un antigeno con un Kd de menos de 100
pM.

En otro aspecto, la invencion proporciona un polipéptido de unién aislado que se une especificamente a PDGFRp,
que comprende la secuencia CDR3 expuesta en SEQ ID NO: 1.
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En ciertas realizaciones, el polipéptido de unién consiste en un dominio VH que comprende la secuencia de
aminoacidos HCDR3 expuesta en SEQ ID NO: 1. El dominio VH comprende ademas un HCDR2 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 3 y 25, y un HCDR1 que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 35 y 46.

En ciertos aspectos, el polipéptido descrito en este documento comprende un dominio VH que comprende una
secuencia de aminoacidos que comparte al menos el 80% (por ejemplo, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o0 99%) de identidad de aminoacidos con una
secuencia de aminoacidos del dominio VH seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 318-368.

En ciertas realizaciones, el polipéptido consiste en un dominio VH que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 321-324 y 345 a 360.

En ciertos aspectos de la divulgacion, el polipéptido de unién comprende un dominio VL. El dominio VH descrito en
este documento puede comprender ademas una LCDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 63-147, una LCDR2 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 148-232, y/o un LCDR1 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 233-317.

En ciertos aspectos, el polipéptido descrito en este documento comprende un dominio VL que comprende una
secuencia de aminoacidos que comparte al menos el 80% (por ejemplo, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o0 99%) de identidad de aminoacidos con una
secuencia de aminoacidos del dominio VL seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 369-453.

En ciertos aspectos de la divulgacion, el polipéptido descrito en este documento comprende un dominio VL que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 369-453.

En un aspecto adicional, la especificacion describe un polipéptido de unién que se une al mismo epitopo en
PDGFRp como un polipéptido de unién que comprende la secuencia de aminoacidos del dominio VH expuesta en
SEQ ID NO: 318. En un aspecto adicional, el polipéptido de unidon descrito en este documento comprende una
secuencia de aminoacidos del dominio VH que comparte al menos un 80% de identidad de aminoacidos (por
ejemplo, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 0 99%) con una secuencia de aminoacidos del dominio VH seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NOs: 318 -368.

En un aspecto adicional, la especificacion describe un polipéptido de unién que compite por unirse a PDGFRp con
un polipéptido de unién que comprende la secuencia de aminoacidos del dominio VH expuesta en SEQ ID No: 318.
En un aspecto, el polipéptido de unién descrito en este documento comprende una secuencia de aminoacidos del
dominio VH que comparte al menos un 80% de identidad de aminoacidos con una secuencia de aminoacidos del
dominio VH seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 318-368.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos de union de la invencion inhiben la actividad de PDGFRpB. En una
realizacion, la actividad de PDGFRp se inhibe antagonizando la unién de PDGF a PDGFR}. En ofra realizacion, la
actividad de PDGFRB se inhibe antagonizando la dimerizacién de PDGFR}.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos de unién de la invencion se unen a PDGFRp con una Kd de menos de 100
pM y/o con una tasa de disociacion de menos de 103 s,

En ciertas realizaciones, los polipéptidos de union de la invencién se unen especificamente a PDGFRp de raton y
humano.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos de union de la invencion antagonizan la union de PDGF al PDGFRp con
una IC50 de menos de 5 nM, inhiben la fosforilacion de la tirosina inducida por ligando de PDGFRp con una IC50 de
menos de 4nM, inhiben la migracién de pericito retiniano con una IC50 de menos de 6 nM, y/o tener una temperatura
de fusion (Tm) de al menos 68 °C.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un acido nucleico aislado que codifica un polipéptido de unién de
la invencion.

En un aspecto adicional, la invenciéon proporciona un vector de expresion recombinante que comprende un acido
nucleico aislado que codifica un polipéptido de unién de la invencion.

En un aspecto adicional, la invenciéon proporciona una célula huésped que expresa un polipéptido de unién de la
invencion.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un método de produccién de un polipéptido de unién que se une
especificamente a PDGFRpB humano, que comprende cultivar una célula huésped capaz de expresar un polipéptido
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de unidn de la invencidon en condiciones tales que el polipéptido de unién que se une especificamente a PDGFRp
humano es producido por la célula huésped.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende un polipéptido de
unioén de la invencion y uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables.

En un aspecto, la especificacién describe una composicién farmacéutica que comprende un polipéptido de unién de
la invencién para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad o trastorno, preferiblemente una
enfermedad o trastorno asociado a PDGFR, en el que, preferiblemente, la enfermedad o trastorno es degeneracion
macular relacionada con la edad (AMD) o cancer.

En un aspecto adicional, la especificacion describe un método de tratamiento de una enfermedad o trastorno,
preferiblemente una enfermedad o trastorno asociado con PDGFR-B (por ejemplo, degeneracion macular
relacionada con la edad (AMD o cancer), el método que comprende administrar a un sujeto necesitando de los
mismos una composicion farmacéutica descrita en este documento.

En un aspecto adicional, la especificacion describe una biblioteca diversa de dominios VH no emparejados en los
que cada miembro de la biblioteca se une al PDGFRpB humano. En un aspecto de la divulgacion, cada miembro de la
biblioteca comprende la secuencia de aminoacidos de CDR3 expuesta en SEQ ID NO: 1 y la diversidad reside en las
regiones FR1-FR3. En un aspecto adicional, la biblioteca es una biblioteca de expresion de acido nucleico (por
ejemplo, una biblioteca de expresién de ADN).

En un aspecto adicional, la especificaciéon describe una biblioteca diversa de pares VH/VL estables en la que cada
miembro de la biblioteca se une al PDGFRB humano. En un aspecto, cada miembro de la biblioteca descrita en este
documento comprende un dominio VH que comprende la secuencia de aminoacidos de CDR3 expuesta en SEQ ID
NO: 1. En un aspecto, los dominios VL son dominios VL humanos. En un aspecto adicional, la biblioteca es una
biblioteca de expresién de acido nucleico (por ejemplo, una biblioteca de expresién de ADN).

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una representacion esquematica de la construccion de bibliotecas de expresion de acido nucleico de
dominio VH de ejemplo para uso en los métodos descritos.

La figura 2 representa los resultados de los ensayos de union in vitro que miden la unién al PDGFRA de humano o
de ratén del dominio XB1511VH, una biblioteca de expresion de ADN barajado en marco/XB1511 CDR3 no
seleccionado (RO) y un grupo de biblioteca de expresion de ADN barajado en marco/XB1511 CDR3 después de
cuatro rondas de seleccion (R4).

La figura 3 es una representacion esquematica de la construccion de bibliotecas de expresion de acido nucleico VL
de ejemplo para uso en los métodos descritos.

La figura 4 representa los resultados de los ensayos ELISA que miden la unién al PDGFRB humano de XB1511/VL
scFv que comprende dominios VL aislados del grupo de cribado de segunda ronda de una criba de expresion de
ADN de emparejamiento de VH/VL.

La figura 5 representa los resultados de los ensayos ELISA que miden la unién al PDGFRB humano de XB1511/VL
scFv que comprende dominios VL aislados del grupo de cribado de la tercera ronda de una criba de expresion de
ADN de emparejamiento de VH/VL.

La figura 6 representa los resultados de los ensayos ELISA que miden la unién al PDGFRB humano de XB2202/VL
scFv que comprende dominios VL aislados del grupo de cribado de segunda ronda de una criba de expresion de
ADN de emparejamiento de VH/VL.

La figura 7 representa los resultados de los ensayos ELISA que miden la uniéon al PDGFRB humano de dominios VL
no emparejados de XF1511/VL scFv que se muestra en la figura 9.

La figura 8 representa los resultados de los estudios de afinidad de unién a la solucion que miden la unién al
PDGFRp humano del dominio VH XB1511 marcado con 3°S Met y scFV que contiene XB1511 obtenido de cribas de
expresion de ADN de emparejamiento de VH/VL.

La figura 9 representa los resultados de los estudios de afinidad de unién a la solucion que miden la unién al
PDGFRp humano del dominio VH XB2202 marcado con 3°S Met y scFV que contiene XB2202 obtenido de cribas de
expresion de ADN de emparejamiento de VH/VL.

La figura 10 representa los resultados de los ensayos de union de competicion por resonancia de plasmon
superficial que miden la cinética de union de PDGF-BB a PDGFR} a diversas concentraciones de XB2202.
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La figura 11 representa los resultados de ensayos de union de resonancia de plasmoén superficial que miden la
cinética de union de XB2202 a PDGFRB humano (A) y de raton (B).

La figura 12 representa los resultados de ensayos de union de resonancia de plasmoén superficial que miden la
cinética de union de XB2708 a PDGFRB humano (A) y de raton (B).

La figura 13 representa los resultados de los estudios de union de resonancia de plasmén superficial que miden la
cinética de union de XB1511 y los derivados barajados en marco XB2202 y XB2708 a PDGFRp humano.

La figura 14 representa los resultados de los ensayos de migracion celular in vitro que miden la inhibicién de la
migracion de pericitos por XB2708.

La figura 15 representa los resultados de ensayos de migracion sin etiqueta que miden la capacidad de una IgG1
que contiene XB1511 para inhibir la migracion de fibroblastos de prepucio humano.

La figura 16 representa los resultados de los ensayos ELISA que miden la unién al PDGFRB humano del dominio VH
XB2202 y XB2202/A4 scFv después de la incubacion a diversas temperaturas.

Descripcion detallada

La presente invencion proporciona polipéptidos de uniéon que se unen especificamente a PDGFRp (por ejemplo,
PDGFRB humano) con alta afinidad e inhiben la actividad de PDGFRp. Tales polipéptidos de unién son
particularmente Utiles para tratar enfermedades o trastornos asociados a PDGFRp (por ejemplo, degeneracion
macular relacionada con la edad (AMD)). La invencion también proporciona bibliotecas de polipéptidos de unién,
composiciones farmacéuticas, asi como acidos nucleicos que codifican polipéptidos de unién, vectores de expresion
recombinantes y células huésped para fabricar tales polipéptidos de uniéon. También se describen métodos de uso
de polipéptidos de union de la invencion para detectar PDGFRp y para modular la actividad de PDGFRg.

I. Definiciones
Para que la presente invencién se pueda entender mas facilmente, primero se definen ciertos términos

Como se usa en este documento, el término "PDGFRp" se refiere al receptor beta del factor de crecimiento derivado
de plaquetas. Las secuencias de nucledtidos y polipéptidos de PDGFRp son bien conocidas en la técnica. Una
secuencia de ejemplo de PDGFRf amino humano se expone en el deposito GenBank Gl: 4505683 y una secuencia
de ejemplo de PDGFRp amino de ratdon se expone en el depésito GenBank Gl: 226371752.

Como se usa en este documento, el término "PDGF" se refiere al factor de crecimiento derivado de plaquetas. Las
secuencias de nucledtidos y polipéptidos de PDGF son bien conocidas en la técnica. Se establece una secuencia de
amino PDGF humano de ejemplo en el depdsito GenBank Gl: 4505681 y se expone una secuencia de amino PDGF
de ratén de ejemplo en el depdsito GenBank Gl: 400744.

Como se usa en este documento, el término "polipéptido de union" se refiere a un polipéptido que contiene todo o
parte del sitio de unién a antigeno de un anticuerpo (por ejemplo, todo o parte del dominio variable de la cadena
pesada y/o ligera, por ejemplo, al menos HCDR3 del dominio variable de la cadena pesada) de modo que el
polipéptido de uniéon reconozca especificamente un antigeno diana. Los ejemplos no limitantes de polipéptidos de
union incluyen anticuerpos, o fragmentos de los mismos, y dominios similares a inmunoglobulinas (por ejemplo,
dominios de fibronectina) que se han alterado para comprender todo o parte del sitio de unién a antigeno de un
anticuerpo.

Como se usa en este documento, el término "anticuerpo" se refiere a moléculas de inmunoglobulina que
comprenden cuatro cadenas de polipéptidos, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas
por enlaces disulfuro, asi como multimeros de las mismas (por ejemplo, IgM). Cada cadena pesada comprende una
region variable de cadena pesada (VH abreviada) y una region constante de cadena pesada. La region constante de
la cadena pesada comprende tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera comprende una region variable
de cadena ligera (VL abreviada) y una region constante de cadena ligera. La region constante de la cadena ligera
comprende un dominio (CL1). Las regiones VH y VL se pueden subdividir adicionales en regiones de
hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con regiones
que estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR).

Como se usa en este documento, el término "parte de unién al antigeno" de un anticuerpo incluye cualquier
polipéptido o glicoproteina de origen natural, obtenible enzimaticamente, sintético o genéticamente modificado que
se une especificamente a un antigeno para formar un complejo. Los fragmentos de uniéon a antigeno de un
anticuerpo se pueden derivar, por ejemplo, de moléculas de anticuerpo completas usando cualquier técnica estandar
apropiada tal como digestion proteolitica o técnicas de ingenieria genética recombinante que implican la
manipulacion y expresion de ADN que codifica los dominios variables y opcionalmente constantes del anticuerpo.
Los ejemplos no limitantes de porciones de union a antigeno incluyen: (i) fragmentos Fab; (ii) fragmentos F(ab’)y; (iii)
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fragmentos de Fd; (iv) fragmentos Fv; (v) moléculas de cadena sencilla Fv(scFv); (vi) fragmentos dAb; y (vii)
unidades de reconocimiento minimas que consisten en los residuos de aminoacidos que imitan la region
hipervariable de un anticuerpo (por ejemplo, una regidon determinante de complementariedad aislada (CDR)). Otras
moléculas modificadas, tal como los diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y minicuerpos, también estan incluidos
dentro de la expresioén "parte de unién al antigeno”.

Como se usa en este documento, los términos "dominio VH" y "dominio VL" se refieren a dominios pesados y ligeros
variables de un solo anticuerpo, respectivamente, que comprenden FR (regiones marco) 1, 2, 3y 4 y CDR (regiones
determinantes complementarias) 1, 2 y 3 (véase Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest. (NIH Publication No. 91-3242, Bethesda).

Como se usa en este documento, el término "FR1-FR3" se refiere a la regién de un VH que abarca FR1, CDR2,
FR2, CDR2 y FR3, pero excluye las regiones CDR3 y FR4.

Como se usa en este documento, el término "no apareado” se refiere a VH o VL que no estan unidos (ya sea
covalentemente o no covalentemente) a un dominio VL o VH complementario, respectivamente.

Como se usa en este documento, el término "dominio VL o VH complementario” se refiere a un dominio VL o VH que
se asocia con un dominio VH o VL, respectivamente, para formar un par VH/VL.

Como se usa en este documento, el término "par VH/VL" se refiere a un dimero no covalente de un solo VH y un
Unico dominio VL, en el que los dominios VL y VH estan asociados de una manera similar a la observada de forma
completa, la molécula de inmunoglobulina tetramérica y el dimero pueden unirse especificamente a al menos un
antigeno diana. Un "par VH/VL estable" es un par VH/VL que no exhibe una disociacion significativa de los dominios
sustituyentes VH y VL en condiciones fisiologicas.

Como se usa en este documento, el término "CDR" o "region determinante de complementariedad" significa los sitios
de combinacién de antigeno no contiguos encontrados dentro de la region variable de polipéptidos tanto de cadena
pesada como ligera. Estas regiones particulares han sido descritas por Kabat et al., J. Biol. Chem. 252, 6609-6616
(1977) y Kabat et al., Sequences of protein of immunological interest. (1991), y por Chothia et al., J. Mol. Biol.
196:901-917 (1987) y por MacCallum et al., J. Mol. Biol. 262:732-745 (1996) donde las definiciones incluyen
superposicion o subconjuntos de residuos de aminoacidos cuando se comparan entre si. Los residuos de
aminoacidos que abarcan las CDR definidas por cada una de las referencias citadas anteriormente se exponen para
comparacion. Preferiblemente, el término "CDR" es un CDR como se define por Kabat, en base a comparaciones de
secuencia.

Como se usa en este documento, el término "residuos de aminoacidos marco (FR)" se refiere a aquellos
aminoacidos en la regiéon marco de una cadena de inmunoglobulina. El término "regién marco" o "regién FR" como
se usa en este documento, incluye los residuos de aminoacidos que son parte de la region variable, pero no son
parte de las CDR (por ejemplo, usando la definicion Kabat de CDR).

Como se usa en este documento, el término "se une especificamente a" se refiere a la capacidad de un polipéptido
de union para unirse a un antigeno con un Kd de al menos aproximadamente 1 x 10 M, 1 x 107 M, 1 x 108 M, 1 x
10°M, 1 x 101 M, 1 x 10" M, 1 x 10"'2 M, o mas, y/o se unen a un antigeno con una afinidad que es al menos dos
veces mayor que su afinidad por un antigeno inespecifico. Sin embargo, se debe entender que los polipéptidos de
unién son capaces de unirse especificamente a dos o mas antigenos que estan relacionados en secuencia. Por
ejemplo, los polipéptidos de unién de la invencion se pueden unir especificamente a PDGFRB humano y no humano
(por ejemplo, ratén o primate no humano).

Como se usa en este documento, el término "antigeno" se refiere al sitio de unién o epitopo reconocido por un
polipéptido de unién.

Como se usa en este documento, el término "biblioteca de expresién de acido nucleico" se refiere a cualquier
expresion vinculada a fenotipo genotipo in vitro libre de células reconocida en la técnica, que incluye, sin limitacion,
las expuestas en, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nos. 7,195,880; 6,951,725; 7,078,197; 7,022,479;
6,518,018; 7,125,669; 6,846,655; 6,281,344; 6,207,446; 6,214,553; 6,258,558; 6,261,804; 6,429,300; 6,489,116;
6,436,665; 6,537,749; 6,602,685; 6,623,926; 6,416,950; 6,660,473; 6,312,927; 5,922,545; y 6,348,315, y en el
documento WO2010/011944.

Como se usa en este documento, el término "vector" pretende referirse a una molécula de acido nucleico capaz de
transportar otro acido nucleico al que se ha unido. Un tipo de vector es un "plasmido”, que se refiere a un bucle de
ADN de doble cadena circular en el que se pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un
vector viral, en el que se pueden ligar segmentos de ADN adicionales en el genoma viral. Ciertos vectores son
capaces de replicacion auténoma en una célula huésped en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos
que tienen un origen de replicaciéon bacteriano y vectores episomales de mamifero). Otros vectores (por ejemplo,
vectores de mamiferos no episomales) se pueden integrar en el genoma de una célula huésped tras la introduccion
en la célula huésped, y de este modo se replican junto con el genoma huésped. Adicionalmente, ciertos vectores son
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capaces de dirigir la expresion de genes a los que estan unidos operativamente. Dichos vectores se denominan en
este documento "vectores de expresion recombinantes” (o simplemente, "vectores de expresion"). En general, los
vectores de expresion de utilidad en técnicas de ADN recombinante a menudo estan en forma de plasmidos. Los
términos "plasmido" y "vector" se pueden usar indistintamente. Sin embargo, la invencion pretende incluir otras
formas de vectores de expresion, tales como vectores virales (por ejemplo, retrovirus defectuosos de replicacion,
adenovirus y virus adenoasociados), que cumplen funciones equivalentes.

Como se usa en este documento, el término "célula huésped" se refiere a una célula en la que se ha introducido un
vector de expresion recombinante. Se debe entender que este término pretende referirse no solo a la célula sujeto
particular sino a la progenie de dicha célula. Debido a que se pueden producir ciertas modificaciones en las
generaciones siguientes debido a ya sea mutaciones o influencias ambientales, dicha progenie puede, de hecho, no
ser idéntica a la célula madre, pero aun se incluye dentro del alcance del término "célula huésped" como se usa en
este documento.

Como se usa en este documento, el término "tratar”, "que trata" y "tratamiento" se refieren a medidas terapéuticas o
preventivas descritas en este documento. Los métodos de "tratamiento” emplean la administracion a un sujeto, una
parte de unién al antigeno o anticuerpo de la presente invencion, por ejemplo, un sujeto que tiene una enfermedad o
trastorno asociado a PDGFRB (por ejemplo, AMD) o predispuesto a tener dicha enfermedad o trastorno, para
prevenir, curar, retrasar, reducir la gravedad o mejorar uno o mas sintomas de la enfermedad o trastorno o
enfermedad o trastorno recurrente, o para prolongar la supervivencia de un sujeto mas alla de lo esperado en
ausencia de tal tratamiento.

Como se usa en este documento, el término "enfermedad o trastorno asociado a PDGFRp" incluye estados de
enfermedad y/o sintomas asociados con la actividad de PDGFRp. Los ejemplos de enfermedades o trastornos
asociados con PDGFRp incluyen, pero no se limitan a, degeneracién macular relacionada con la edad (AMD) y
cancer.

Como se usa en este documento, el término "cantidad eficaz" se refiere a esa cantidad de un polipéptido de unién
que es suficiente para efectuar el tratamiento, prondstico o diagnostico de una enfermedad o trastorno asociado a
PDGFRp, como se describe en este documento, cuando se administra a un sujeto. Una cantidad terapéuticamente
efectiva variara dependiendo del sujeto y la condicion de la enfermedad que se esta tratando, el peso y la edad del
sujeto, la gravedad de la condicion de la enfermedad, la forma de administracion y similares, que puede determinar
facilmente un experto en el arte. Las dosis para la administracion pueden variar, por ejemplo, desde
aproximadamente 1 ng a aproximadamente 10,000 mg, de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 5,000 mg, de
aproximadamente 1 mg a aproximadamente 1,000 mg, de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 100 mg, de
un polipéptido de union de acuerdo con la invencion. Los regimenes de dosificacion se pueden ajustar para
proporcionar la respuesta terapéutica 6ptima. Una cantidad eficaz también es aquella en la que los efectos
beneficiosos minimizan y/o compensan los efectos toxicos o perjudiciales (esto es, efectos secundarios) de un
polipéptido de unién.

Como se usa en este documento, el término "sujeto” incluye cualquier animal humano o no humano.

Como se usa en este documento, el término "resonancia de plasmén superficial" se refiere a un fendmeno 6ptico
que permite el analisis de interacciones en tiempo real mediante la deteccion de alteraciones en las concentraciones
de proteinas dentro de una matriz biosensora, por ejemplo usando el sistema BlAcore™ (Biacore Life Sciences
division of GE Healthcare, Piscataway, NJ).

Como se usa en este documento, el término "Kp" se refiere a la constante de disociacion de equilibrio de una
interaccion de polipéptido/antigeno de union particular.

Como se usa en este documento, el término "tasa de disociacion" se refiere a la velocidad de disociacion (Kor) para
una interaccion de polipéptido/antigeno de unién particular.

Como se usa en este documento, el término "epitopo” se refiere a un determinante antigénico que interactia con el
sitio de unién al antigeno especifico en una molécula de unién de la invencién. Un solo antigeno puede tener mas de
un epitopo. De este modo, diferentes anticuerpos se pueden unir a diferentes areas en un antigeno y pueden tener
diferentes efectos bioldgicos. Los epitopos pueden ser ya sea conformacionales o lineales. Un epitopo
conformacional es producido por aminoacidos espacialmente yuxtapuestos de diferentes segmentos de la cadena
polipeptidica lineal. Un epitopo lineal es uno producido por residuos de aminoacidos adyacentes en una cadena de
polipéptidos.

Il Polipéptidos de union

En un aspecto, la invencion proporciona polipéptidos de uniéon que consisten en un dominio VH, en el que, como un
dominio aislado, el dominio VH se une a un antigeno con un Kd de menos de aproximadamente 200 pM (por
ejemplo, aproximadamente 200, 190, 180, 175, 170, 160, 150, 140, 130, 120, 110, 100, 95, 90, 80, 75, 70, 65, 60,
55, 50, 40, 30, 20, 10, 5, o 1 pM 0 menos).
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En otro aspecto, la invencion proporciona polipéptidos de uniéon que se unen especificamente a PDGFR} e inhiben
la actividad de PDGFRp. Tales polipéptidos de unién son particularmente Utiles para tratar enfermedades o
trastornos asociados a PDGFRp (por ejemplo, degeneracion macular relacionada con la edad o AMD).

En general, los polipéptidos de unién a PDGFRp de la invencién comprenden una secuencia de aminoacidos de
CDR3 de cadena pesada (HCDR3) que se une especificamente a PDGFRp. Una secuencia HCDR3 no limitante
apropiada para su uso en los polipéptidos de unién de la invencién es la secuencia de aminoacidos de CDR3 de
cadena pesada expuesta en la SEQ ID NO: 1 (HGGDRSY)). En otros aspectos de la divulgacion, la secuencia de
CDR3 de la cadena pesada es una variante de la SEQ ID NO: 1 que comprende al menos una (por ejemplo, una,
dos o tres) sustituciones de aminoacidos conservadoras con respecto a la SEQ ID NO: 1.

Se puede usar cualquier polipéptido de unién que pueda incorporar una secuencia de aminoacidos de CDR3 de
cadena pesada que se una especificamente a PDGFRp (por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de CDR3
expuesta en SEQ ID NO: 1 (HGGDRSY)) en los polipéptidos de unién descrito en este documento que incluye, sin
limitacién, anticuerpos o fragmentos de los mismos, y dominios de tipo inmunoglobulina. Los dominios de tipo
inmunoglobulina apropiados incluyen, sin limitacién, dominios de fibronectina (véase, por ejemplo, Koide et al.
(2007), Methods Mol. Biol. 352: 95-109), DARPIn (véase, por ejemplo, Stumpp et al. (2008) Drug Discov. Today 13
(15-16): 695-701), dominios Z de proteina A (véase, Nygren et al. (2008) FEBS J. 275 (11): 2668-76), Lipocalins
(véase, por ejemplo, Skerra et al. (2008) FEES J. 275 (11): 2677-83), Affilins (véase, por ejemplo, Ebersbach et al.
(2007) J. Mol. Biol. 372 (1): 172-85), Affitins (véase, por ejemplo, Krehenbrink et al. (2008). J. Mol. Biol. 383 (5):
1058-), Avimers (véase, por ejemplo, Silverman et al. (2005) Nat. Biotechnol. 23 (12): 1556-61), Fynomers, (véase,
por ejemplo, Grabulovski et al. (2007) J Biol Chem 282 (5): 3196-), y péptidos de dominio Kunitz (véase, por ejemplo,
Nixon et al. (2006) Curr Opin Drug Discov Devel 9 (2): 261-8).

En un aspecto de la divulgacion, los polipéptidos de union a PDGFRp son anticuerpos, o un fragmento de unién a
antigeno de los mismos, que comprenden un dominio VH y/o un dominio VL. Se muestran de ejemplo de secuencias
de aminoacidos de CDR, VH y VL apropiadas para su uso en el contexto de la invencién se exponen en las tablas 1-
4. De acuerdo con lo anterior, en ciertos aspectos, los polipéptidos de uniéon pueden comprender HCDR3 (SEQ ID
NO: 1) junto con secuencias HCDR2 y/o HCDR1 que se seleccionan independientemente de una cualquiera de las
secuencias de cadena pesada HCDR2 o HCDR1 expuestas en la tabla 1. En ciertos aspectos, los polipéptidos de
union descritos en este documento pueden comprender ademas CDR de cadena ligera que se seleccionan
independientemente de cualquiera de las secuencias de cadena ligera CDR1, CDR2 o CDR3 expuestas en la tabla
2. Por ejemplo, el polipéptido de unién de la divulgacion puede comprender uno cualquiera de los dominios variables
de cadena pesada (VH) expuestos en la tabla 3, opcionalmente emparejados con uno cualquiera de los dominios
variables de cadena ligera (VL) expuestos en la tabla 4.
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Tabla 1. Secuencias de aminoacidos de COR de cadena ligera de anticuerpos
anti-PDGFRP de ejemplo

| Nombre CDRZ | SEQID | CDRZ [SEQID | CcDRi | SEQID [
del clon MO, NO. ND.
EB1511 | HGGDRSY | 1 GCIIPIFGTANYRAQKFQG | 2 SYAIS |33
Gz HGGDRSY | 1 GLIPIFGTANYROKFOS | 2 GYAIE | 34
¥B2202 | AGGDESY | 1 GILPILETFNYRORFOG | 3 RHEAIS | 35
ong. HOGDRSY | 1 CGVLPILETENYRORFOG | 4 RURIS | 35
EZ. HGGDESY | 1 WINPNSCONTGYROKFOGE | DYYID | 36
A3 HOGDESY | 1 WINENSCATYFAQEFDGE | & DYYID | 36
[ HEEDRSY | 1 GILPILETPHYAOREOS 3 oYYIG | 36
Fl0. HEGDRSY 1 NlNPDEGGT'!"F‘lDKFDG T oYY '[I;I 36
12, HEGDRSY | 1 WMHEDEGETIYAQEF(S | A | D¥YIgn | 36
Hz. HOGORSY | 1 WLNPNSGDTHSAGEFOS | 9 ATYIO | 37
31, [ HGEDRIY | 1 WINFRNGNTTYRQEEQS | 10 DYYIH | 38
Ell. | meeoRSY | 2 GIIPIFGTANYAQKFDG | 2 DYY¥Y1H | 38

r.[-I:l . HGGEOESY 1 NIHPN‘SGG'I'HEP.PKFQG 11 DYHLH id
Ef . | HGGORSY | 1 WINFNSGEINYAQRPQE | 12 T oyyLy | 40
Al. HOGORSY | 1 WIVVGSGNTNYAQEFQE | 13 SEAVD | 41
H7. HEGLESY | 1 WIVVGSGNTNYAQKFQE | 13 SSRMD | 42
Go4 HEGDESY | WIVVGSGNTHYAQKFQE | 1 SYRIS | 33
BI. HEGDRSY | L VINTOVGSTHYROKFQG | 14 NYQVQ | 43
R7. HEGORSY | L VINTGVGSTHYRCKFQG | 14 NYDPVQ | 44
H3. HEGDRSY | L LSNDSCDYTVYAFEFQE | 15 NSFMZ | 45
B4, HEGDREY | L LENPSCDYTVYAFPELOZ | 16 NEFMD | 45
DU e HGGDRSY | 1 VISYDISKEYYADSVEG | 17 EYGMH | 46
F3. HGEDRSY | 1 WISADNGHNTHNYAQKFQE | 1B SHGMs | 47
ALZ HEEORSY | 1 WISADNGRTEYAGEFQD | 18 EHGME | 47
a3 BEGOREY | 1 GFDPEDGET I TAQRFQE | 20 ELEMH | 48
H1Z HEEDREY 1 GLIFI FGTAT-J‘I’RQKFI:IG 2 DNYVH 49
GL2 HEGOREY 1 GLIPVECTENYTROEFQE 21 RYPIE 50
[ HEGEDRSY | 1 GITPIFGTANYAQEROG | 2 GHYIH | 51
211 HGEDRSY | 1 GIIPIFGETANYAQKI)S 2 NDYIH | 52
FOB. | HGGDRSY |1 GIIPIFGTANYROKFOG | 2 |ss¥IE (53
E9. | BGGDRSY | 1 ITYPADSTIVYSPSFQG |22 | NYWIG | 54
El11l. | HGGDRSY | 1 RINNLCGSSTSYRDSVEG | 23 SYWMH | 55
COB. HGGORSY | 1 RISIDGTTTTYRADSVOS | 24 AFWMH | 56

XB2708 | HOGDESY | 1 FILFDGNREYYEDSVEG | 25 SYGMH | 46
S HGGDREY | 1 RINADGTSTAYRESVES | 26 NDWMH | 57
ALD HGGOREY | L LIYECGSTY YADEVED 27 DYEMH | G
E HEGDRSY | 1 ETDESGATTYYRRIVEG | 28 HMEME | 53
ADE HGCEDREY | 1 HISNDGSITRYARDEVES | 29 GHWMH | 60
oo HGSDRSY | 1 RIKTDGESSTSYADSVEG | 30 SHNWMH | 61
Ho1 HOODRSY | 1 RISSDGSTTAYRDAVRE | 31 SDWMH | 62
GO7 HGGEOREY | 1 HIZ3DGESTAYADSVEG | 32 SDWMH | 62

Tabla 2. Secuencias de amincdcidos de COR de cadena ligera de anticuerpos anti-PDGFRE

de gjemplo

Nombre COR3 SEQID CDR2 SEQID CDR1 SEQID

del clon NO. NO. HO.
B10. | HQSSSLPWT £3 | AYQSVS 148 RASQTIGSTLH 233
HI10. | HOSSSLBHT £4 | SSQSFS 1449 RASQSIGSSLH 234
Fi0. | RASQSLGSGLH E5 | ASQSME 150 HQSSELPWT 23¢
B1Z. | HOTSSLPLT £6 | ASOPFS 151 RASGSIGIKLA 23¢
BLl. QOYESSPWT 67 | GASSRAS 153 RASQSVESNYLA 23
E7. | QUYGSSPQT 68 | GASSRAT 153 RASQSVESSYLA 236

"EE. | QQYGSSFPYT 69 | GASSRAT 154 RASQSVESSYLA 239
HE. | QQYAGEFFT | 70 | GASSRAT 155 RASQSVESNYLA 24
H1Z. | QUFGSSPAT | 71 | GASRRAT 156 RASQSVRSSYVA 241
FB. | QOYGSSPLT 72 | VASRRVT N 157 SGGRSNIGENAVH 243
D11. | QOYGASPRT 73 | GASSRAT 158 RASQNITSNFEA 243
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T COYGEALLT 74 | CASNRAA 159 RASQSLSGTYLA 244
Ho. COYGHSWT 75 | RASTRAT 160 RASEDTTHNYLA J4F
H11. | HQSRNLFFT 7% | RAQEFS 161] RASQSIGSSLH 24¢
©G12. | HOSRSFELT 77 | Sans1s 164 RASESIGIALE TR
Ell. | QQVETSHT T8 | RASTRAT 163 RISOILHSOYLA FTT
Fl2. | RDGLNHLY T3 | GENNRES 154 OGDTLRICYAS ELY
C8. | GTWDSSLAVVI B0 | YONYORFS 165 SGSTSHICKHEVS ETY
AR BQTGSFPYT 81 | LASQSFS 164 RASRYIGENLE 257
BE . LLIYSEPRVY #% | DTSNEQS 167 GSSTGAVISGHSPF 257
F7 QQSYRTPFS 83 | WASTRES 168 KSSKELLYRSNNENYL 253
S
57, CVWDSSSVI B RDENEPS LES GGAMNTANFNVH 254
39. | KSRDSSAMRWV 85 | GEDNEPS 170 CODSLETYYAS 258
A9, LLYFHPTEV B& | DTENEHS 17 GESTGAVTSAHYFY 254
411, | GRODHGRV §7 | GIVGSRGD 174 TLSSGYSHYEVD 257
E1D. | QUWHEGYI 88 | FDSDRPS 173 GGNNIGSESVH 254
H7. | HQSRESHT 89 | TASOSFS 174 RASUNIGNSLH 2564
ALO. | GSFOVYSHEVY 30 | GUNVURES 175 TRCTGHIASHEVD 76
[T11. | MQETHFPET %1 | EVEKRES 176 KSSOSLLNSDDGKTYL TS
| b4
D10. | QUYDSFEWT 92 | DASELER 177 QASHDISNYLN 264
oz QUCHDTSOWT 53 | GRISHAR 178 RRASOSVEETYLAR e
o7, MEGLHIPHT 34 | EVAGRFS 179 HESQSLLHADGETHLF 264
7. MOETHOWT 95 SVEERDE 180 RESHELVHSDGHT YN 2&8
€2, | QUYDSYSRT 56 | EASRLES 161 RASCEISEWLA 264
C1Z. | QUSFSMET 97 | GASGLOS 182 RTSAIRNYLSE 267
| De. | QQYVNSRT 88 | CASHRAT 183 RASOSVTSNYLA YT
D&. | QOYROFFT 95 | GASTRAT 184 RASQAVESKLA 268
G7. | MOATQFPS 106 KI1SHEMS 185 RASESPVHELGHIYLE 271
Gll. | QQYGDSVFT 101 GGSIRAS 186 RRSOSVESRNLA 277
P, COAYETERT 108 AASTLHY 187 RASONIGNYLN 274
EY. | QESYSTLLYT 103 AESRLOS 198 RAGHSIENYLHN 273
El. CYHESGESEHYV 104 DDEDEPRS 1849 GGHNIGYDSVH 274
E6. | QVWESTSDHET 105 YDNDRES 190 GGHNIGATTV 274
F3. CVWDESSDHWY 10§ YDEDRPS | 191] GENNIGSESVE =78
Hi. | QVWDSSSGHREV 107 DDSDRES 193 GGNNIVSEGVH 277
HE. | OVWDSATOHWY T SDRORPE | 193 GGNNLGSKIVA = 7H
BS. | QVWDSDREHWVY 105 DDYGRES 154 AGRNIGGESV 274
GE. OVWDINDDYAV 110 QDTEKREPS 195 SGONLGHTNAC EET
Cl. OOYVESPEMYT 111 GASSHAT 136 TASQSVSSTYLT 2]
Fl., | QuYVTIPLT 113 GASNLEG 197 RASUNIDYDLA 287
A3, Q0YDeYrLT 113 GRETLES 198 QASOVIDEYVH -
Bd. | QQYEDLFSEF 114 EASKLET 193 QASQDIFHYLN 284
B&. | QUYSSFEYS 115 ARSKHAT 200 RASQSFGENTLA ETL
F2. | QUYQNEPFT 11§ GASKLER 201 QRSOFIHIYLN 284
D3. QOYKTFPHT 117 ARSYLOT 03 RASQDVGIYVAR 2B
G2. | QUYHSYFYT 118 KVSTLES 203 RASQDINTHLA 2BE
R .| QOYRNVLET 118 EASNLET 204 QASQDISHHLNE | 2849
34, COYNEWETE 12{) GRSTRAT 205 EVSQNVESDLA 1 FET(
oS, QUYYUNERWT 121 ARSTLHY 208 RASDNIGHYLN | 291
L1, | QURSHGVTF 123 EASTRAT 207 RARSQSVESFLA 252
(HzZ. | QHYHTYEFT 123 QASSLKT 208 RATESISIWLA 293
"E2. | QUYYLTETFTVT 124 WASTRES 208 KESOSVLYSARNENTL o4
A .
Fi. | QQINTFELT 125 RATHLOS 210 RASQDISSWLA FEL
[C5. | QOYHTTPYT 126 WASTRES 211 KESUSVLYSSNNRNYL | FTT,
A
ES. | QUSFESEWT 127 ARSHLDS 212 RASCTFTSHLN 297
FE. | DOSETTLNT 128 SASTLCS 213 RASCEVHVYIN 244
G5. | COWFNSYPLS 129 DASTLOT 214 RASCDISSELR 254
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B5. | GADHGSGSNLVYV 130 VGTGRIVGERE 215 TVSSGYRSYEVD 300
D
DE. | GADHGSGEDFVYV 131] VGTGGIVGERG 216 TLESDYSBYNVD 301
D
E4. | AAWDDSLNGEV 132 THNQRES Z17 SGSSTHIGSNAVN 304
F5. | AAWDDRLSGPV 133 TIDRRPS ; Z1H SCGCENIGSNFGY 303
G1. | ATWODDLENPERY 134 TINORES ; 219 SGSSSNIGSNSVD 304
E3. MOALOTSHT 135 LGSHRAS 220 RESQSLLHSMNGYNFLD 304
AZ. MQGTHWEYT 138 QVSTRDS 22Y CDDTVSTLRARHP 304
D1. | MOSRNLPET 137 ERSSRFS 22d KSSQSLVHRDGKTYLY | 301
T4, | MVWYSAWV 138 REDSDRHQGS 323 TLSSGFNVVSYNIY | 308
E1. | HVLDSSTIVI 139 RDTNRFS 224 AGNNIGTYYVH 309
AG. | HOYNNWPLYT 140 GASTRAT 225 RASQSVSSNLA 310
HL. | NSRDESGYLLL 141 GENTRES 226 OGDSLRTYYAS 311
B2 LLSYSGAGY 147 DASNKEHS 227 GSSTGAVTSGHYDY 117
O, LODYSFPYT Ta3 DSSTLOS 22d RPSQDIGTDLG 313
G3. | CAWDSSHAV 124 QDTKRPE 224 SCDELEYKYIC 314
H3. | CSEDSRGEV 145 KDTERPS 230 SGETFPKLYSF B
o4 VOARTHFBVT 146 KISNRFS 231 RESESVVHDDGNTYLE 31¢
o8 CSYTTGSTLYL 147 DVNRRPS 231 TGIEDDVGRYDYVS 317

Tabla 3. Secuencias de aminoacidos de (VH) de dominic variable de cadena pesada de
anticuerpos anti-PDGFRE de gjemplo

J- EEDITIT: | Secuencia de aminoacidos de VH Sﬁ%,m

— e

Secuencias de seleccion primaria de WH en PDGFRE humano recombinante
A4 OVOLVOSGAEVEEPGESSVEVESCERSGETFSSYATSWVREQAPGOGLENME | ils
XB1511 GIIPIFETANY AJKFOGRVTITADESTSTAYMELSSLESEDTAVYYCAL |
HEEDRSYWERETLVTVIE |

B4 OVOLVOSGARVEKPGASVEVS CHASGY TFTEYA L SWVECAPGOGLEWMG ila
GIIPIFETAN Y AP GRVT ITADESTETAYMELSSLESEDTAVYYORT
HECGDRSYWGERETLVTVIE

G2 VoL VISGAEVERFGASVEVS CEASGY TFTEYAISWVRIAPGRGELENME 320
GLIPLFCETAN Y AR P OGRVT I TADES TS TAYMELSSLESHDTAVY Y CAL
HEGDRSYWGEOGETLVTVES

(¥B1511) barajado en marco y selecionado con 2 rondas en POGFRE diana
humanoy 2 rondas enraton _

rBaz02 VOLVSGAEVERFGS SVRVSCRASGETFSRHATSHVRQAFGRQGLEWIG 321
GILPILKETENYAQRPOEREVTINADESTSTWVYHMEMSSLRSEDTAVYYCAT
HEGDRSYWGEOGTLVIVSS

C4d . MLV S GAEVER PGS EVRVECKASGETFSRHATSWVROAPGDGLENIG 322
GILPILKTENYAQRFOERVTINADESTSTVYMEMSGLRSEDTAVY YCAT
HEEDREYWEIETLVTVES

BL2, OMOLVOSGAEVEK PES VRV S CKASGETFERHAI SWYROAFGOGLEWLG 3123
GILPILKETENYAQRFOGRVTINADESTSTVYMEMSSLESENTAVY YCAT
HGGDRSYWEJETLVTVES

Do7. OMOLVOSGAEVEKPES SVRVSCKASGETFSRHATSWVRQAPGOGLEWIG 324
GILFILETFNYAQRFOERVTINADESTSTWVYMEMSSLESDDTAVY YCAT
HEGDREYWEIGTLVTVES

cos. MLV SGREVERPESEVRVECKASGETFSRHAI SWVRORAPGUGLEWIG 125
GVLPILETPFNYACRFOGRVTINADES TETVYMELSSLESEDTAVY Y CAT
HESDESYWERJCTLYTVES

BEOS . VLV SEPEV K PGS SVREVECKASGETFERHA L SWYRQAPGGLEWTG 126
GILPILETPNYAQRFOCGRVTINADES TS TVYMEMSELESEDTAVYYCAT
HEGGDESYWEJIGTLVTVES

E2. oMLV ESGARVEHPGASVE I SCRTSAYTFTDY Y IGWVRQAPEOOLEWVE 327
WINPNSGNTGYAQKFOERVIMTROTS ISTAYMELSSLRSEDTAVYYCAT
HGEDYSYWEOCTLVTVES

A3 OVOLVOSEAEVEFPEASVEVECEASCY TREDYY TOWVROAPEICLEWMG 328
WINFHSGGETY FAQKPOGRVTMTRDTS ISTRYMELSSLTSCODTAVYYCAT
HEGDREYWEICTLVTVAS

11
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C3.

ALV SGAEVE N PEASVEVECKASOY TFTDY Y IOWVROAPGOCLEWNIG
GILPILETFNYRQREQGRVTINADESTSTVYMEMSS LRSEDTAVYYCAT
HGEDRSYWGOGTLVTVES

iza

LMLV GAEVKEPGASVEVSCRASGY TFTDY Y IOWVRGAPGOGLEWMG
WINPOEGGETYFAQEFOGRVAMTEDTS INTAYMELSELREDOTAVY YCAT
HGEOREYWEQGTLVTVES

VLV EAEVEE POASVEVECEASCY TPTDYY IQWVROAPCEALENMG
WMHEPDSGET IYAQKFOERVIMTROTS ISTAYMELSRLEFDDTAVY Y CAT
HEGDRSYWEAGTLYTVES

330

il

HZ .

OMOLVOSGAEVENPGASVEVE CRASGY PFEAT Y IUWVROAS GUGLERMS |

WLNEFNS SO THEAROKFOERVIMTROTS ISTAYMELSGLTSDOTAVY YCAT
HGEDRSYHWE)GTLVTVES

33z

Fl1.

CMOLNVOSGAEVINPGASYEVECEASGY PFSAYY IQWVROAPGQILENME
WLNPNSGOTHSAOK FOGRVTMTRDTS LS TAYMELSGFTSDOTAVY YCAT
HOGDREYWGOGETLVTVSS

El.

D!‘}DLWSGHE‘JRKP@SWCKASEY.;FSDYY ITHWVREQAPGOGLEWTIZ
WINPHNGHTTYROKFOGRVIMIRDTS IS TRAYMELSELREDDTAVY YCAT
HEGORSYWEOETLVIVES

Ell.

VLIS GAEVEKPGRSVEVSCRASGY TFTDYY IEWVEQAPCGOGLEWME
GIIPIFGTANYAOKFOGRVTITADESTSTAYMELSELRSEDTAVY YCAT
HEGDRS YWERGETIVTVES

THI

EVOLLESGAEVEQPGASVEVECKTECY TFTDYELHWYROAPGOGLEWMG
WINDNSCOTNSAPKPOGRYTMTED TS ISTAYMEL SSLTEDDTAVY YOAT
HECDRETWELETLVTVES

E&.

CMOLVOSEAEVER PGASVEVECRASGY TFTDY YLHWVRQAPGOGLERMG
WINPNSGEETNYAQKFOGREVIMTRDTS ISTAYMELSRLESEDTAVY YCAT
HEGDRSYWGHGTLVTVSS

Al

VoLV GFEVEE PETSVEVSCHASGFTFTSS AVORNVRGARGORLEWIC
WV GSENTRY A FOERVT I TROME TETAYMELS S LREEDTAVY YCAT
HEGDRSYWEOSTLYTVES

HT,

OWOLVQSGPEVERFGTSYEVSCEASGF TE TS SAMOWVRQARGORLEWIG
WIVVGSEN T Y AQKFOERVTITROMS TETAYMELSSLASEDTAVY YCAT
HEGEDRSYWGOGTLVTVES

338

OVGLYOSGREVEEPGRSVEVSCKASGFTFTSYATISWVROARGORALEWIG
WV ESEN TN Y RO FOERVT ITROMS TS TAYMELSS LRSEDTAVY YCAT
HEGDREYWEOETLVTVES

340

B2.

OV LVOSGREVEKPGASVEVECKASGY SFTHY QVORVRORPGOGLEWLG
VINTGVGEE TRYAQEFOARVTMTRDTAT S TVYMELS SLRSEDTAVY YCAT
HAGDRSYWGEQGETLVTVES

341

AT

OVQLVDSGAEVEKPGASVEVECHASGY SFTNY PVORVROAPGOGLEWLG
VINTGEVES TR Y A KPRV IMTRDTATE IVYMELSSLRSEDTAVYYCAT
HESDRSYHOAQETLVTVES

342

H3.

OVOLVSGAEVEK PGASVEVECRASGY TFTNS FMWVRDV POORLEWVE
LENESGEOY TVYAPKFQGRVTMT TRTATS TFYMELFSLASDDTAVY YCAT
HEEDRSYWEOETLVTVES

343

E4.

OVOLNOSGAEVERPGASVEVSCRASCY TFTHS FMOWVRECVPGORLERVG
LENFEEDY TV A PR LRV T T TOTATC TR YMELFSLESODTAVY Y CAT
HEEDRSYWERETLVIVSE

344

HO5 .

EVQLVOSGEGVVOPGEES LELECAREGFTFRS Y CMHWVRRA BGRGLEN VA
FILFDGNR Y Y ADEVEGRF T I SSRGS ENTLY LOVMNS LEAEDTAVY YCAT
HGGDRSYWEOETLVTVES

345 |

no&.

F3.

CVOLNOSGEGVVOPGRS LELSCRASGFTFESYGMHWVECAPGHELEW VA
VY DOESNEY YA DEVECRFTTSRON S ENTL Y LOMNE LEARDTAVY Y CAE
HGGDRSYWEQGETLVTVSS

346

ULV SGRAEVEK PGHS‘JK‘.I’SCKJ‘LSG‘:"?FISEEGMSN"-"E:.QRPGQGLEHMG
WISADHGH TN Y REFQERVTITRDMS TS TAYMELSSLESEDTAVY YOAT
HEGDREYWGDETLVTWES

347

B12.

VLV OSGREVEEPORSVEVSCEASGY TFI SHEMEWVROAPCOCLEWKG
WISADMGNTEYAOKPCDEVTLTTDTSTS TAYLELRSLRSODTAVYYCAT
HEEDESYWERETLVIVSS

G3.

VO LVOSGAEVEKFGASVEVEC KV ECY TLTELSMENVEQAPGKGLEWMG
GFDPEDGET IYAQKFOCEVTMTRDTS I A TAYMELSRLESDOTAVY Y CAT
HGGDREYWEQGTLVTVES

3448

348

FOE.

LV SGAEVER PGASVEVECHASGY TLTELSMEWYROAPGHOLEWMG
GFDPEDGETIVAQKFQGRVTMTEDTSTDTAYMELSSLESEDTAVEYYIAT
HEGIREYWGEOGETIVTVSE

354

12
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H1Z.

| OVOLVOSGREVEEPGASVIENVSCHASCY TFTON Y VHWNVEJAPGLGLEWMG

—

GIIFIFGTANY AQKFOGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVEYCAT
HEGDREYWEIACGTLANTVIS

351

Gl2.

| GVOLVOSGREVEKPGSSVEVSCHASGGAFNAYPTSHVRIAPGOGLEWMG

GILIPVSGTPNY AR FOGRVT I TADKS TY TAYMELSSLRESEDTAVY Y CAT :

HEGEDRSYWEIGTLVTVSS

352

Cos .

CMOLVGSCAEVE R PGASVEVECMASEY T FTEHY THRNVR QA PGOGLEWME
GIIPIFGTANY AR FOGRVTITADESTSTAYIELESLRSEDTAVY YCAT
HGGDREYWEOGTLVTVSS

353

C11.

OVOLVOSCAAVEKPCASVEVEREASCYTFTNDY T HRVROAPCQELERNG
GITPIFGTANY ACKFOGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVY YCAT
ECSDREYWEOGTLYTVES

354

FOB.

OVOLVOECAEVEEPCASVEVECEASCYTFT2SY ITHNVROADGLCLERMG
GIIPIFGTANYAQKFOGRVTITADKS TSTAYMELSSLRSEDTAMYYCAT
BGEDREYWEDATLVTVSS

355

E%.

VO LVESGREVREPGESLO I SCHASCYRFTNYR IGHVROMPGECGLEWMG
ITYPADSTIVY SPSFOGOVTI SADRS ISTVFLOWS SLRSEDTAVYYCAT
BECDREYHEOGATLVTVSS

356

Ell.

| CWOLVESGGGEVVCPGRSLRLSCARSGFTFS SYHMHHWVEOAPGHCGLVHVS |
RINNDGSETSYADEVEGRFTISREDTRENTLYLOMNS LRARDTAVYYCAT |

! HGEDRSYWGOATLVIVSS

57

H11.

CVOLLESGAEVKNDGASVEVSCEASGYPESAYY IOWVRORPEOSLIWNMG
WLNPNSCDTHSAQKF)GRVTMIRDTSISTAYMELSGLTSDDTAVYYCAT
HEGIREYWEOGTLVIVSS

354

cog.

EVOLLESEGILVQPEES LRLECTASCGFSFNAFHMHNVRQAPCHCLEWVE
RIEIDGTTITYADSVOGRFTISROINARNTLYLOMNSLRAEDARVY Y CAT
HOGDREYWSQGTLVTVES

358

(XB1511) barajado en marco y seleccionado con PDGFRE humano y selecdon de
ta=3 de disociscion

XB2708

VLV EEEE VO PGES LELSCAREGFTSREYGMHWVE QARGEGLEWVA
FILFDGHNNEY Y ADSVEGRFTISS NS RNTLY LOMN S LEREDTRAVYYCAT
HEEDREYWERETLVIVES

360

PV LVEEGEELVOPGGS LRLSCVASGF TGN DNMHWVREQAPGEGLVEVS
REIRADCTSTAYARESVEGRFTVIRINAKNTLYLOMNGLRAEDTAVY YCAT
BGEDREYWGOGTLVIVES

36l

AL

VLAV SEEELVY PGRELALECAASCFTFDDYAMN WYROAFGEGLEWVS
LIVSDESTYYADSVECGRFTISEDNSER TLYLOMNN LRVEDTAVY Y CRTH
GEORESYWEDETLVTVES

3e2

cgg.

VLV SGEALVOPGEES LELSCAASGF TLSNNAMS W RIAPGERLEWVS
AIDEECCTTY Y AGSVEGRFTISSDNSENTVFLOMN SLEAEDTAVY Y CAT
HEEDRSYWGOGETLVIVSS

363

BDE .

GV OLVDSGEGLV PGS LELS CAASGF TR SGRWMEWVRVEGKGLVWVS
HISKHDGS ITRYADSVEGRFITVARDNAKNTMYLOMN SLRAEDTAVY Y CRAT
HECEDRSYHEQETLVTVES

364

Cos5.

OVOLVESGEELVAPGES LALECAASGE I FSSRWNHWVROVEGRGLEAVS
RIKTDGSSTSYADSVRGRFTISRONARNTLYLOMNSLRAEDTAVYY CAT
HECDRSYHEOATLVTVES

365

HQL.

OVOLVOSCECLYIPGGS LRLSCARSGFTLESDRMENVRGLPGKGLVRVS
RISSDGSTIAYADSVRGRFTISADNAENTLYLOMNSLAAEDTAVY Y CAT
HCGDREYHEQETLYTVES

366

Goa .

OVGLVOSGEELVQPGES LRLSCAASCFTLES DRMHWVRQAPGEGLYRVS
RISEDGSTTAYADSVRGRFTISRDNTENTLYLOMN SLRAEDTAVY Y CAT
HEGEDREYRGEOETLVTVSS

367

Go7 .

QVOLVOSGEELYDPCEGS LELSCARSCFTFSSDNMEWVROAPGEGLVWVE
RISSDGSSTAYADSVRGRFT ISRDNARRTVSLOMNSLEAEDTAVY Y CAT
HECDRSYHEOETLVIVSS

368

13
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Tabla 4. Secuencias de aminoacidos (VL) dominio variable de cadena ligera
de anticuerpos anti-PDGFRP de ejemplo

Mombre | N - SEQID
del clon Secuencia de aminoacidos de VL NO. o

Secuwencias de FR2 VL a partir de emparejamiento de XB1511
B10. IEVLTOSPDLOSVTFREKLTI TCRASQTIGS TLHWY QQKFEOSPRLVIEY 369
AYSVEGEVFSRFSGESGEGTEF TLTINGLEAEDAATYYCHOSSSLPWTF G
GTHELTWVL
H1g. QEVLTOSPFDRYSVEPEDEVTITCRASOS LGS SLHN Y OO FEOSPELLIEY 370
EEQSFSAVPSRFESGSASGTEFTLT ITGLEAEDRATY Y CHRSSSLPHTFGY
GTEVTVL
F10. AEVLTOS PEFQEVTEEERNVTITCRAS QS [GEG LAWY COXPHOS PELLIRY 371
ABQEMSCY PESRFSOSGECTDFTLTISRLEVEDAAMY Y CHOSSSLEWTFGG
GTEVTVL
Biz. QOEVLTOS PDFOSVTRENVTF TCRAS S IGT KLHW Y COK PDOS FEVLIKY 7z
ASQPFSGVPSRPECRESOTDFTLT INSLEAEDBATYYCHQTSSLPLTFOG
GTEVTVL )
Bl1. OSVLTOSPETLS LS PGERATLECRAS QS VESNY LAWY OOEPGOAPRLLIY | 3713
GRSSRASGIPVEVESGSGSETDFTLTI SRLEPEDFAVY Y COUYGSSEWTFG
QGTELTVL
E7. OEVLTOSPCETLE LEPGERATLECRAS OEVEESY LAWY DOKPECAPRLLIY 174
GRYSRATEIPDRFEGSGEETDFTLTISELEPEDFAVY YCDOYGESPOTFG
QATHLTVL )
EE. OEVLTOSPETLELEPGERATLECRAS CEVESSY LAWY QDK PGOAPRLLIY i 1'5]'1
| CGASSRATGIPCRFSGSESGETDFTLTI SELEPEDFAVY T OQOYESSFRPYTTE
| GOGTHELTVL )
HE. OEVLTOSFGTLELEPGERATLSCRASOSVSSNY LAWY LOEPGOAPRLLIS 376
GRASSRATGIFDRFEGEGSGTDFILTISRLEPEDFAVY Y OQOYAGSEFTEG
BETHLTVL
H1z2. CEVLTOSPGTLS LS POERATLS CRASQSVRSSYVANY QR PGOAFRLLIS 377
GRSRRATGIFDRFTEEGSGTDFTLTI SRLEPEDFAVYAOFRESPHTEG
QETELIVL )
Fa. CEVLTOPPSASGTREORVT IS CSOGR SN IGCHAVHWY QUK PEQAPRLLIH ive
VASRRVTGIFDRFSGSG5GTCFTLTI SRLEFEDFAIY Y COOYGSSPLTEG
. GETELTVL
L1, CSVLTOSPETLS LS PGERARTLECRAS UM ITSKFFARY OOKPEUAPRLLIY N
| GASSRATGIPDRISCEGSCTDFTLTISRELEFEDFALYYOOOYGASPRTEG
| QETOLTVL
GH. eV LTS8 PETLA LS PEDRATLE CRASOSLEGTY LAWY OQKPEOAPRLLIY 380
DASHRARGIFXRFEGSGERTDFTLTISRVDFADSAVY Y COOYGEALLTRG
GETEVTVL )
H2, O&YLTOS PGTLELEFGESATLSCRAS EDL YNNY LAWY OHERGUPPRLLIF 381
RASTRATEIPTRFSG2GECGROFVLT INRLEPEDFAVY YOOOYGNSWTFG)
GTELTVL
H11. QSVLTLE POFQEVTPRERVTI TCRASOS IGSSLHW Y QUKPDOSPRLLITF 382
ASOEFECVPERFSEEGEEGTDFTLTINSLEAEDRAT Y YCHOBRNLEF TFGR
GTELTVL
312, OSVLTOSPDFQSVIPEEEVTI TCRASES LG TALHNY QUK PDOSPRLLI KY 183
ESQSISGVPSRFVERGESETEF LTINS LEAENARTY YCHOSREFPLTFGD
STOLTVL
El1. QSVLTOS POTLELEPRERATLECRTEQ ILHSQY LAWY QO RRGAPRLLIF igg
RASTRATGIPERFSESESEADFVLTI SRLEPEDSAVY Y COOYETSWTFGED
GTENTVL )
F12. QEVLTODEVWVEVALGOTVRITCOGDTLRTC Y ASWYQORPROAPILVIYGE igs
| NNRPEGIPARFSGESSGETASLTITEAQAEDEGDY VCHCRDELNHLVF GG
GTENVTVL
ca. QEVLTOFPEVEARPGOEVTISCEQE TSN IGENFVSWYOHLPSTAPELLLY 138
DNYQRFSGTPFDRFSGFESGTEATLES I TELOTADEADY Y ORTHWDSSLAVVI
. FEGETELTVL
A | AGLTOSPDFGSVIPEERVTITCRASRY IGSHNLEWYQORPDOPPELLIEL 187
ASQSFSEVPPRFEEEGEGTDF TLTINGLEAEDRATY YCHOTESFEYTFGED
GTELTVL |
BE. QAVLTOERSLTVSPOGTYILTCESSTARVT SGHEFFWFQRPGOAFRTLL 1BE
YOTSNEOSWTPARFSGELLGGFARLTLSGAQPEDEAEY Y CLLEYSGPRVVY
FEGETEVTVL

—
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F7.

AV TOSPDELAVELGERATISCKES XELLY RENNEN Y LAWY QOKPEOFE
RLLISWASTRESGVEDRFSGEGEGTDFTLTVSRLRAEDAAVY Y CQREYRT
PFSFGPETEVTVL

3gs|

B7.

SYVLTOPLAYEVALGOTAR I SCEEAN LANKNVHW Y QLOPGQAPVLY IYRD
SNRPEGIFERFEGSNSENTATLTITRAORRDEADY Y COVHDESSVI LEEE
TENTVL

390

| Go.

—

SYVLTODPAVEVALGOTVRITCOGDE LRTY YASHYRQEPGOAPVLVEFYGE
DA PFSGIFDRFSGS5SGNTASLTITGAOREDEADY Y CESRDEEAMEWVFG
GGTELTVL

321

AS.

HNFMLTOERSLTVS PGETVTLTCESSTEAVTSCHY FYWFQOKPCGOVERTFI
YOTHNRHAWTEVR FACELPCEEKARLTLECGAQPEDEARYYCLLYFNETEVE
GGETELTY

isz

ALl

rwen

HFML IO P PSASAS LAV TLTCTLESCY SHY KVDWY QORPGHEPRFVMEY
GTEGIVESKGDGI FDRFSVLGSGLNRYLTIEN I)EEDES DY HOGRLDHGREY
FEEGTELTVL

Eiz2.

OPYLTORESVEVAPGETARI TCGCERN IGS ESVHWYHLRPGOAPVLVIYFD
SDRPEGIFERFEGENSENTATLTISEVERGDERDY Y COVHWHSOVI PFGGET
ELTVL

294

HT7.

QP“JLTQSL‘DFI:S‘."IPEEK?T.ITC‘RASWIGKELHWYQQEG‘NQS PEVLIKY
RS FSEV PR ECEGFETDOFTLTINELEFEDRATY YCHOSRESHTFEG
TELTVL

335

AlO.

EIVLTQSPONLELSPGERATLE CTRCTGN LASHFVOWYQORPESSPTTVI
FGNNQRPEGVEDRFSGS IDESENSASLTISELETEDERDY Y CQSFDVYEH
EVVEFGEGEETELTVL

396

C11.

TV TG TPVELEVTPGOPAS ISCKSS0S LLNSODDGETYLYWYLQRPGOEP
HLLIYEVSKRFEGVPDR FEGEESCTOFTLRIERVEREDVEVFYCMOSTHF
PFTFGPETEVTVL

387

nio.

NIQMTOQSEVSLELRSLEDTVE ITCQAE'I:?I}: ENYLNWYQQKPGEAPKLLIYD
ASHLERGVPSRFRGSGSGTOFTLTINELEFEDFAVTTCOOVDSPRPWTFGE]
GTELTVL

398

Diz.

DVWWLTOS POTMELE PCERATLS CRASOESVERTY LANHGOK PGOAPRLLIY
GASSKARCTFDRFEGSGSGTDFTLSISRLEFEDFAVYYCQOHOTSORTEG
QGTELTVL

383

Q7.

DIVMTOTPLELEVTPGIPRETS CKSEZQELLASDERTHL FWYLORPGOSE]
LLIYEVSGRFEGVSERFEGSGEGTDFTLE I SEVEAEDVEVY YOCMOQGLHEIP
HTFGOSTEVELR

400

DT,

DIVMTOSPLSLEVTLEOPAEISCRESHELVHSDON IYLNWYHORPGOEFR
RLIY¥YEVAKRDSEVEDRFSGEGSRTOFTLEI SRVEAEDV GVYFOMOSTHOW
TPGOGTEVELE

201

o8,

UIW‘?‘QSPS‘I“J’SASUGDRW T RASQES IS EWLAN YO PCKAPNLLIYE
ASRLEBGIPERFSGEGEGTEFTLTXSSLQFDDFATY YCUOYDSYSRTFGR
GTEVATE

202

<12,

DVVMTOSPS LS ASVGDRVT ITCRTSOGLER Y LW Y QORFARAPELL IHG
ASGLOSGVPERFSCSGEGTHFTLTISSLOPEDFATYYCQOSFEMRTEGRG
TEVEIE

403

Da.

B IVMTOS LG TLTLE PCEGATLECRASOE Y TEN Y LAWY OOR FRASELOSA0
APRLLIYDASHNEATGI PDRFSGAGFOTOFTLTISRLEPEDFAVY YOOOTV
MESRTFCOGTREVEIR

S

Do,

EIVMTOSPVILSVEPGERATLSCRASOSVE SKLAWYQORPEOAPRLLIYG
ASTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLOSEDFAIYYCQUYNDFFTFGRG
TEVDIE

] 405

404

&7,

EIVLTOTELSS PV TLEOPRS TSCRESESPVHEDAN I YLEWLHOR PGODER
LLLYKISNRMSCGYPDRFEGSGRETOFTLEI SEVEAEDVEVY YCMORTOFF
EPGOCTELEIE

406

G11.

EIVLTOSPGTLSLSPGEGATLSCRASOSVE SRNLAWY QK PGOAPRLLIY
GEEIRASGTETRFSGEGECTRFTLTIRRLEPEDFAVY Y COUYGDEVFTFG
PETEVDIE

407 |

Fa.

RIQMTOSPSELEASVEDRVHI TCRASDNIGHY LNWYQHE FGEAPTVLIYA
ASTLHYGVPSRFEGREECTDFTVTISSLOPEDSATYYOOOSYETERTEGD
GTRVELEK

408

EZ.

MQ}ET;QIISPEELSREVEDRVTI TCRASEEISNYLNWYQOKPGEAPKLLLER

| ASRLOSGVPERFSGESCECTDFTLTITSLOPEDLATY YOJESYSTLLYTFG

JGTELEIK

Secuencias de VL a partir de emparejamiento de XB2202 VL

BL.

SYELTQPPEVEVAPGITAS [ TCGERNIGY DEVEN Y QO KPGUAPVLVVEDD

SDRPEGIPERFEGENSGNTATLTLERVERGDERADY ¥ COVHESGEERYVEG

15



ES 2784 131 T3

TGTQLTVL

EE.

LP‘JLT‘QP‘F‘S‘!EVRPGQTJE‘.I SCEENNIGATTVE FHYI}HEPGQAP‘.?S‘:TI FYD
HDREPEGIPFERFSGSNSGNTATLTI SRVEAGDEADYYOQVWESTEDHETFE
GETOLTVL

411

F3.

OEVLTGFPEVEVAFGHTAR L OGN LGS K VART QOEPGOAETLY LY LD
STRESGTFERFSGSHSENTATLTISRVERCDEADY Y OOVHDS SEDHWVES
GETELTVL

412

H4 .

EYELTCSFSVEVENGOTAR ITCGERN IVEKGVHW Y QOEPGOAFYLANWEYDD
SORPSGIPERFAGFNEENTATLTISRVERAGDEADY YOQUVWDESSGHRGVF
EEETEVTVL

413

SYELTOPPSVEMAPGETAR ITCCENN LASKIVHARYQQEPEAFWWVIYED
FDRPSGVPERFSGENSGNSATLTISEVEACGDEADTY COVWDESATDHVVES
GGTELTVL

414

B3,

SYELTQPRESVEVAPGUTATI TCAGHN I GEKEVIWYQQEPGRAPWY LD
TERFEGI PERVEGENSGN TATLTLTRVEAGDEADY YOCOVHWDEDRHHVVIG
GETELTVL

415

G6,

QLVLTOPESVEVESPEQTAS ITCSGDN LEGH THACWY QON PGS FVLY T YD
TERPSGIFERFSGSNEGNPATLTIERVEAGDEANT YCOVHDINDIYAVEG
TGETHELTVL

414

cl.

OSVLTOSPGTLELSPCERATLAC I ASUSVESTY LTHY R FEOAPRLLLY
BAESRATEIFDEFEGSESGTDFTLTI SRLEFEDFAVY Y OQUYVEEDEMYT
FE1

217

DIOMTQS PATLSASVEDRVTISCRASON IDY¥ DLAWY QEKPCRAFKLLIVE
ASKRLEGGEVFSXFSGRGSCTEF TLTISSLOPDESATYYCOOYVIYFLTEGQ

A3

| GTRLEIK

AIOMTOS PEELEASVGURV TN TORASV LK Y VIR TRCAPGKAPELLTYG
j'-'&sTLESIGU:—'$RFSGSGSGTQFTFETTSVQPED?&TYIC‘QQYDSVPLTFG F
GTTLDVERTVA

E4.

AENLETGVEPERFAGECEVTDF TFTISELOPEDTATYYCCOYEDLPEFGEG
TEVDIERTVA

DICLTOSPSSLAAS IGDRVTI TCQASODIFRYLNWFQOKPGEAPKLLIYE

420

EIVLILSPCTLE LS PGERATLECRASOSFGEN Y LAWY CHE FCORPRLLIF
AASHEATGIFDRFTGEASGTRT TLT INEVEPEDLAVYYOOQYGEFPYEFG
QOTELETK

4zl

m
|5

5|

NICHTCEPESLASASVEDRVT ITCOASOF IHI YLNWYQOKLGKARPELLIYG
AENLERGVPSRFSGRGSETDFTFTIDALOPECIATYFCOQYONPFFTERGG
GTEVEINGTVA

422

AIRMTOS PESLEAS IGOR ISV ICRASOOVG I YVANFOLKPGREPRELIYA
AEYLOTAVEPEIrRGSEEGTDFTLTISDLOPODFATY YCQOYETFERTFGE
GTELDFERTVA

FFE

2.

VIWMTOE PETLSASVEDEVTITCRASCDINTWLAN Y COKPCEAPKLLMEY
VETLESEDFSRFSGESCEGTEFTLTVESLOPODSAT YYCOOYHSYEYTEGD
GTELELE

424

R,

DVVMTGE PESLEASVODRVT I TCRASUDI SEWLNH Y QURPGEAPKLLIVE
AENLETGVPSRFEGEGEGTDFTFTISSLOPEDIATY YOQOYINVLRTFGD
GTEVELEK

425

EIVMTES BRTLEVESPCERVTLECEY SNV FEDLARNYORKTGOEPRLLIHG
ASTRATGIPTRFSGEGSGTEFTLTI SSLESDOFAVYY COOYNEWPFTFG:
TEVEIE

426

D3,

AIQLTOS PSELSASVGIREVH I TCRASDNI GNY LNH YQOHKPGEAPTVLIYA
ASTLHYGVRERFEGRGEGTRF TV T ISSLRSDDFAVYY COOY YW PFHTFG
QETTVYOIERTVR

427

Al

ASTRATGISARFSGEGSGTDFTLTISTLEFEDFAVY Y COORSNGVTFEOG
TRLEIE

EIVLTGS PATLE LS FEERATLACRASCSVESFLANYOOKPEOAPRLLIFE

428

H2.

| DIOMTOEPETLEASVELTVI ITCRATES 18 INLAW Y QE PGRAPNLLVED

| ASELKTGVPSRFEASGSGTEFTLTISSLEPIDFATYVOQHEYHTY PFTFGEP
GTEVDMERTVA

429

E2.

EIVLTQSPDEXAVELOERAT INCES S5 VLY SSHNENY LAWY QOEPGOFF
RLLIYWASTRESGVPDRPEESGEGTOFTLTISRLOAEDVAVY VCQOYYLT
| PTFTVTPGIGTELELE

Fa.

]I D IQLTOSPESVERSVEDRVTITCRASDDI SEWLAWYDOKFGKAPKFLIYR
ATHLOSGVPERFSGEGEETDFILTISSLOPGDFATYYCOQTNTFPLTRGE
GTEVEVERTWVA

431

ca,

| BIVMTOS PDSLAVSLGERATINCES SQEVLY SSNNRNY LAWY QRKEFGREPE

. | KLLFYRASTRESGVEDRFEGEGEGTLFTLTISSLQARNVAVY YCQUYHTT

432
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PYTFEOETELETE

ES.

VINMTQSPSSLSASVGDRVS ITCRASQTFTSHLNWYQOKPGOPPRLLIFA
ASNLOSGVPERFEGEGEGTDFTLT INGLOATDFATY YCQUSFSEPNTRGR
GTTVOVEGTVA

433

Fh.

DICMTOS PESLEASVGDRVT I TCRASQSVIVY LW QUEPGEAFELLIYS
AETLOECVPERFTAEGSRTOFTLT INGLOQPFEDFATYY CQOSFTTLVTFGE
GTRVOVTRTVA

434

5.

DIOMTOSPSSLEASVGDRVTITCRASODIASILANYOOKPEEAPKELIND
AETLOTGEVFSRFEGRASGTDFTLTIDSLOFEDFATY COQUFNEY PLEFGG
ATEVELKRTVA

AL,

EYELTQP?SASA'ELEP.EVTLTC'TVESGE‘RSYWWFQQRPGKGPRF"JMRV
STeEIVEERGDEIFDRFSVHGSGLNRYLTIEDIQEELESDY ¥ CCADHGS G
ENLVYVFRETGETEVTVL

D&,

QLVLTYPPSASASLEASVILTCTLE SOYSSYNVDWY QR PEGMGPRFLMRY
GTEGIVESRGDGIPDRFEVEGSGLNRYLTIFNIQEEDESDY Y CGADHGER
SDFVYVRSIGTELTVL

437

E4.

QOVLTOPPSASGTPEIRVTISCSOSSTNIGSNAVNNYQOLFRTAFKLLIY
THHORESEVPDREFECEKECTERSLATSCLOS EDEANY Y CAANDDS LGBV
FEEETOLTVL

438

F&.

EVLT P PSASG TR TVI I SCEGEEEN IGENFEYWY QQFPETAPYLLIY
TTDRRPSGVPDR FSGSESGTTAS LATSGLESEDEADY YCARWDDRLSGFV
FOEETOLTVL

435

1.

QT TGP PEVEETPCORVT ISCEGSESN IGSNESVIM Y COFPGEAPKLLLY
TTHGRPSGVEDRFSCEKECTEAS LATSGLRSEDEADY Y CATWDDDLENEE
WVFGGEETELTVL

440

E3.

DIVMTCSFLELFVTPGERAS ISCRSEQES LLHSNGYNFLUWY LORPGREFQ
LLIYLEENEASGVEPDRFSGECECTDFTLEISRVEAEDVE T YYCMOALOTE
WIFGOGTKLETE

441 |

DICRIRPLIRLTIGTITIYNYNGOCDDTVETLPARHPWTACLHLOS PRREL
MY OWETRDEGVFIRFSGEGEGTDFTLREISEVEREDVGEVY YCMOGTHHEYT
FOQOTFLEIRETVA

342

DIVMTOTPLELS VT PGIPAATSCESSOS LVHRDGETYLYWYLOKPGHS FQ
LLVYEASSRFSCVPDRISGSASGTIFTLN ISEVEAEDVELY ¥ CHOSENLE

| ETREQETEVEIR

443

C4

SYELTPFTELEAS PEASASLTOTLESGFIMVEY NI YWY GOERFGEPROYLL
RYRSDSDRAQGSGVERSREFSGSKOASANAGILVISALOSDDEADYYCMUWY
SAWYVEEEE

444

El.

SYELTQFLSVSVALGOTATI TCAGHN I GTY Y VHWY QORPGOAPVLVMYRED
THRPSGISORFEGENSCDTATLT I CCVOVEDERAD Y CHVLDESTIVIPGG
GTQLTVL

445

RE .

| GEVLTOSPATLEVS POERASLECRASOSVEENLAWYQOEPGOAPRLLIYG
ASTRATGIFARFAGSGSGTEFTLTISSLOSEDFAVY Y CHOYHNWELY TG
OGTELTVL

448

H1.

QEVLTODERVFVALGOTVREITCOGDELETY Y RS WY QOEPCOAPLLY IY K
HTRFPEGIFVRFSGEESGNTASLT I TGAQAEDEADY YONSADSSGYLLLFG
TGTELTVL

447

Qﬁﬂ-TQEFELﬂFgPéGTWLTCGSSWﬂWWY BYWFOORFGOAFRTLT
YDASHEHEWTPARFSOSLLGGKAR TLECROPEDEREYYCLILAYSGRAVE
GTETEVTVL

48

DIQMTS PESLSASVEDRVATACRPSODIGTOLEWY QUEFEKAFPKLLIFD
ESTLASGVPSRFEGELESGTDFILTITNLOPERDFATY Y CLODYSFPY TFGED
GTELOQLERTVA

449

33,

SYVLTOPPSVEVAPCOTAS I TCSCDELEYEY TCWYHOEEGOSEVLLIYOD
THRPSGIPERFSGERSENTATLT ISGTOAMDEADY Y I QANDSSHAVEGERG
TQLTVL

450

H3.

H3SYWLTOPPSVEVFPGE)TAR I T CEGE TFPRLY SFHY QOETE0APLLYV LY
KDTERPSGIPERFSGSTEGTTVILIISGVOFEDDADY YCQSEDSRGPVEG
GETEVTVL

451

na.

GVVMTQTPLESLVTLGOPAS ISCRSSESVVHDDGNTY LAWLODRFGCPFR
LLIYKISNRFEGVPORFEGSGAGTDFTLE 1SRVEPEDVGVY YOVOATHFE

VIFGIETREVETE

452

OEALTOPASVSASPEOEVT ISCTETSDDVGRY Y VSWY OUHEGERAPELIL
YDVHRRPSGVSDRFECESANKASLTISGLOADDEGDY YCCSYTTESTLY

LFGTGTQLTVL

453

En ciertos aspectos de la divulgacion, el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende una
secuencia CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO:1 junto con una o mas secuencias de aminoacidos de la region
CDR seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 2-317. En aspectos de ejemplo de la divulgacion, el
anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende secuencias de aminoacidos HCDR3, HCDR2 y
HCDR1 seleccionadas del grupo que consiste en SEQID NO: 1,2y 3;1,2y 34;1,3y 35;1,4y35;1,5y36;1,6y
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36;1,3y36;1,7y36;1,8y36;1,9y36;1,10y38;1,2y38;1,11y39;1,12y40;1,13y41;1,13y42;1,13y
33;1,14y43;1,14y44;1,15y45;1,16y45; 1,17y 46;1,18y47; 1,19y 47;1,20y48; 1,2y 49; 1,21 y 50; 1,
2y51;1,2y52;1,2y53;1,22y 54; 1,23y 55;1,24 y56;1,25y46;1,26y 57; 1,27y 58; 1,28 y 59; 1, 29 y 60;
1,30y 61;1,31y62;y, 1, 32 y 62, respectivamente.

En otros aspectos de la divulgacion, el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno de los mismos, comprende
ademas las secuencias de aminoacidos LCDR3, LCDR2 y LCDR1 seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID
NO: 63, 148 y 233; 64, 149 y 234; 65, 150 y 235; 66, 151 y 236; 67, 152 y 237; 68, 153 y 238; 69, 154 y 239; 70, 155
y 240; 71,156 y 241; 72, 157 y 242; 73, 158 y 243; 741, 159 y 244; 75, 160 y 245; 76, 161 y 246; 77, 162 y 247; 78,
163 y 248; 79, 164 y 249; 80, 165 y 250; 81, 166 y 251; 82, 167 y 252; 83, 168 y 253; 84, 169 y 254; 85, 170 y 255;
86, 171y 256; 87, 172 y 257; 88, 173 y 258; 89, 174 y 259; 90, 175 y 260; 91, 176 y 261; 92, 177 y 262; 93, 178 y
263; 94, 179 y 264; 95, 180 y 265; 96, 181 y 266; 97, 182 y 267; 98, 183 y 268; 99, 184 y 269; 100, 185 y 270; 101,
186 y 271; 102, 187 y 272; 103, 188 y 273; 104, 189 y 274; 105, 190 y 275; 106, 191 y 276; 107, 192y 277; 108, 193
y 278; 109, 194 y 279; 110, 195 y 280; 111, 196 y 281; 112, 197 y 282; 113, 198 y 283; 114, 199 y 284; 115, 200 y
285; 116, 201 y 286; 117, 202 y 287; 118, 203 y 288; 119, 204 y 289; 120, 205 y 290; 121, 206 y 291; 122, 207 y
292; 123, 208 y 293; 124, 209 y 294; 125, 210 y 295; 126, 211 y 296; 127, 212 y 297; 128, 213 y 298; 129, 214 y
299; 130, 215 y 300; 131, 216 y 301; 132, 217 y 302; 133, 218 y 303; 134, 219 y 304; 135, 220 y 305; 136, 221y
306; 137, 222 y 307; 138, 223 y 308; 139, 224 y 309; 140, 225 y 310; 141, 226 y 311; 142, 227 y 312; 143, 228 y
313; 144, 229 y 314; 145, 220y 315; 146, 231y 316; y, 147, 232 y 317, respectivamente.

En otros aspectos de la divulgacion, el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno de los mismos, comprende la
secuencia de aminoacidos de HCDR3 expuesta en SEQ ID NO: 1, y las secuencias de aminoacidos
seleccionadalLCDR3, LCDR2 y LCDR1 s del grupo que consiste en SEQ ID NO: 63, 148 y 233; 64, 149 y 234; 65,
150 y 235; 66, 151 y 236; 67, 152 y 237; 68, 153 y 238; 69, 154 y 239; 70, 155 y 240; 71, 156 y 241; 72, 157 y 242;
73,158 y 243; 741, 159 y 244; 75, 160 y 245; 76, 161 y 246; 77, 162 y 247; 78, 163 y 248; 79, 164 y 249; 80, 165 y
250; 81, 166 y 251; 82, 167 y 252; 83, 168 y 253; 84, 169 y 254; 85, 170 y 255; 86, 171 y 256; 87, 172 y 257; 88, 173
y 258; 89, 174 y 259; 90, 175y 260; 91, 176 y 261; 92, 177 y 262; 93, 178 y 263; 94, 179 y 264; 95, 180 y 265; 96,
181y 266; 97, 182 y 267; 98, 183 y 268; 99, 184 y 269; 100, 185 y 270; 101, 186 y 271; 102, 187 y 272; 103, 188 y
273; 104, 189 y 274; 105, 190 y 275; 106, 191 y 276; 107, 192 y 277; 108, 193 y 278; 109, 194 y 279; 110, 195 y
280; 111, 196 y 281; 112, 197 y 282; 113, 198 y 283; 114, 199 y 284; 115, 200 y 285; 116, 201 y 286; 117, 202 y
287; 118, 203 y 288; 119, 204 y 289; 120, 205 y 290; 121, 206 y 291; 122, 207 y 292; 123, 208 y 293; 124, 209 y
294; 125, 210 y 295; 126, 211 y 296; 127, 212 y 297; 128, 213 y 298; 129, 214 y 299; 130, 215 y 300; 131, 216 y
301; 132, 217 y 302; 133, 218 y 303; 134, 219 y 304; 135, 220 y 305; 136, 221 y 306; 137, 222 y 307; 138, 223 y
308; 139, 224 y 309; 140, 225 y 310; 141, 226 y 311; 142, 227 y 312; 143, 228 y 313; 144, 229 y 314; 145, 220 y
315; 146, 231 y 316; y, 147, 232 y 317, respectivamente.

En otros aspectos de la divulgacion, el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno de los mismos, comprende
secuencias de aminoacidos de HCDR3, HCDR2 y HCDR1 seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, 2
y3;1,2y34;1,3y35;1,4y35;1,5y36;1,6y36;1,3y36;1,7y36;1,8y36;1,9y36;1,10y38;1,2vy38; 1,
11y 39;1,12y40; 1,13y 41; 1,13y 42; 1,13y 33; 1,14y 43;1,14y 44; 1,15y 45; 1,16 y 45; 1,17y 46; 1, 18y
47,1,19y47;1,20y48;1,2y49;1,21y50;1,2y51;1,2y52;1,2y53;1,22y 54;1,23y55;1,24y56;1,25y
46; 1,26y 57;1,27y58; 1,28y 59; 1,29y 60; 1,30y 61;1,31y62;y, 1, 32 y 62, respectivamente, y secuencias
de aminoacidos de LCDR3, LCDR2 y LCDR1 seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 63, 148 y 233;
64, 149 y 234; 65, 150 y 235; 66, 151 y 236; 67, 152 y 237; 68, 153 y 238; 69, 154 y 239; 70, 155 y 240; 71, 156 y
241; 72,157 y 242; 73, 158 y 243; 741, 159 y 244; 75, 160 y 245; 76, 161y 246; 77, 162 y 247; 78, 163 y 248; 79,
164 y 249; 80, 165 y 250; 81, 166 y 251; 82, 167 y 252; 83, 168 y 253; 84, 169 y 254; 85, 170 y 255; 86, 171 y 256;
87,172 y 257; 88, 173 y 258; 89, 174 y 259; 90, 175y 260; 91, 176 y 261; 92, 177 y 262; 93, 178 y 263; 94, 179y
264; 95, 180 y 265; 96, 181 y 266; 97, 182 y 267; 98, 183 y 268; 99, 184 y 269; 100, 185y 270; 101, 186 y 271; 102,
187 y 272; 103, 188 y 273; 104, 189 y 274; 105, 190 y 275; 106, 191 y 276; 107, 192 y 277; 108, 193 y 278; 109, 194
y 279; 110, 195y 280; 111, 196 y 281; 112, 197 y 282; 113, 198 y 283; 114, 199 y 284; 115, 200 y 285; 116, 201 y
286; 117, 202 y 287; 118, 203 y 288; 119, 204 y 289; 120, 205 y 290; 121, 206 y 291; 122, 207 y 292; 123, 208 y
293; 124, 209 y 294; 125, 210 y 295; 126, 211 y 296; 127, 212 y 297; 128, 213 y 298; 129, 214 y 299; 130, 215y
300; 131, 216 y 301; 132, 217 y 302; 133, 218 y 303; 134, 219 y 304; 135, 220 y 305; 136, 221 y 306; 137, 222 y
307; 138, 223 y 308; 139, 224 y 309; 140, 225 y 310; 141, 226 y 311; 142, 227 y 312; 143, 228 y 313; 144, 229 y
314; 145, 220 y 315; 146, 231y 316; y, 147, 232 y 317, respectivamente.

En otros aspectos de la divulgacion, el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno de los mismos, comprende al
menos una de las secuencias de aminoacidos de VH expuesta en SEQ ID NO: 318-368.

En otros aspectos de la divulgacion, el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno de los mismos, comprende al
menos una de las secuencias de aminoacidos de VL expuestas en SEQ ID NO: 369-453.

En otros aspectos de la divulgacion, el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende la
secuencia de aminoacidos de la region VH expuesta en SEQ ID NO: 318, 321 o 360 emparejada con una secuencia
de aminoacidos de la region VL seleccionadas del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 369-453.
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En ciertos aspectos de la divulgacion, el anticuerpo, o fragmento de union a antigeno del mismo, comprende una o
mas secuencias de aminoacidos de CDR seleccionadas del grupo que consiste en SEC ID NO: 1-317, en la que la
una o mas secuencias de aminoacidos de la region CDR comprende al menos una o mas sustituciones
conservadoras de aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones conservadoras de aminoacidos). Las
sustituciones conservadoras de aminoacidos incluyen la sustitucion de un aminoacido en una clase por un
aminoacido de la misma clase, donde una clase se define por las propiedades de cadena lateral de aminoacidos
fisicoquimicos comunes y las altas frecuencias de sustitucion en proteinas homodlogas que se encuentran en la
naturaleza, segun se determina, por ejemplo, mediante una matriz de intercambio de frecuencia Dayhoff estandar o
una matriz BLOSUM. Se han categorizado seis clases generales de cadenas laterales de aminoacidos e incluyen:
Clase | (Cys); Clase Il (Ser, Thr, Pro, Ala, Gly); Clase Ill (Asn, Asp, GIn, Glu); Clase IV (His, Arg, Lys); Clase V (lle,
Leu, Val, Met); y Clase VI (Phe, Tyr, Trp). Por ejemplo, la sustitucion de un Asp por otro residuo de clase Il tal como
Asn, GIn o Glu, es una sustituciéon conservadora. De este modo, un residuo de aminoacido no esencial previsto en
un anticuerpo anti-PDGFR[ se reemplaza preferiblemente con otro residuo de aminoacido de la misma clase. Los
métodos para identificar sustituciones conservadoras de aminoacidos que no eliminan la unién al antigeno son bien
conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Brummell et al., Biochem. 32:1180-1187 (1993); Kobayashi et al.
Protein Eng. 12(10):879-884 (1999); y Burks et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:412-417 (1997)).

En un aspecto adicional, la presente memoria descriptiva describe anticuerpos anti-PDGFRf, o un fragmento de
union a antigeno de los mismos, que comprenden una secuencia de aminoacidos de la region VH y/o VL con
aproximadamente 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%, de
identidad con la secuencia de aminoacidos de la region VH expuesta en la SEQ ID NO: 318-368, y/o la secuencia de
aminoacidos de la region VL expuesta en SEQ ID NO: 369-453, respectivamente.

En otro aspecto, la presente memoria descriptiva revela anticuerpos anti-PDGFR que se unen al mismo epitopo y/o
compiten en cruz con un anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno de los mismos que comprende la
secuencia de aminoacidos del dominio VH expuesta en SEQ ID NO: 318. Tales anticuerpos se pueden identificar
usando ensayos de unidon competitiva de rutina que incluyen, por ejemplo, ensayos de competicion en base a
resonancia de plasmén superficial (SPR).

En otro adicional, la presente memoria descriptiva describe una biblioteca diversa de dominios VH no emparejados
en el que cada miembro de la biblioteca se une especificamente a PDGFRB humano y en el que la diversidad reside
en las regiones FR1-FR3. En un aspecto, cada miembro de la biblioteca comprende una secuencia de aminoacidos
CDR3 de cadena pesada idéntica (por ejemplo, la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 1) que se
une especificamente a PDGFRB humano, y en el que la diversidad reside en las regiones FR1-FR3.

En otro aspecto, la presente memoria descriptiva describe una biblioteca diversa de pares VH/VL estables en la que
cada miembro de la biblioteca se une al PDGFRB humano. Preferiblemente, cada miembro de la biblioteca
comprende un dominio VH que comprende la secuencia de aminoacidos CDR3 expuesta en SEQ ID NO: 1. Los
pares VH/VL estables se pueden seleccionar usando cualquier método conocido en la técnica, incluidos, sin
limitacion, los expuestos en la solicitud de patente provisional de los Estados Unidos 61/453.106.

Se puede emplear cualquier tipo de biblioteca de expresién del dominio VH o VL en los métodos descritos en este
documento. Las bibliotecas de expresion apropiadas incluyen, sin limitacion, bibliotecas de expresion de acido
nucleico, expresion de fagos y expresion de la superficie celular (por ejemplo, células de levadura, mamiferos y
bacterias). En un aspecto, la biblioteca descrita en este documento es una biblioteca de expresion del acido nucleico
generada segun los métodos expuestos en el documento WO2010/011944. Los métodos para cribar las bibliotecas
de expresion son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Anticuerpo Engineering: Methods and Protocols.
Methods in Molecular Biology Volume 248, (B.K.C. Lo, Ed) Humana Press, 2004 (ISBN: 1-58829-092-1.

[Il. Polipéptidos de unién modificados

En ciertos aspectos, los polipéptidos de union de la divulgacion pueden comprender una o mas modificaciones. Las
formas modificadas de polipéptidos de unién descritos en este documento se pueden hacer usando cualquier técnica
conocida en la técnica.

i) Reduccioén de la inmunogenicidad

En ciertos aspectos, los polipéptidos de unién (por ejemplo, anticuerpos o fragmentos de uniéon a antigeno de los
mismos) de la divulgacion se modifican para reducir su inmunogenicidad usando técnicas reconocidas en la técnica.
Por ejemplo, los anticuerpos, o fragmentos de los mismos, pueden ser quimerizados, humanizados y/o
desinmunizados.

En un aspecto, un anticuerpo, o fragmentos de unién a antigeno del mismo, de la divulgacion puede ser quimérico.
Un anticuerpo quimérico es un anticuerpo en el que diferentes porciones del anticuerpo se derivan de diferentes
especies animales, tales como los anticuerpos que tienen una region variable derivada de un anticuerpo monoclonal
murino y una region constante de inmunoglobulina humana. Los métodos de produccion de anticuerpos quiméricos,
o fragmentos de los mismos, son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Morrison, Science 229:1202 (1985);
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Oi et al., BioTechniques 4:214 (1986); Gillies et al., J. Immunol. Methods 125:191-202 (1989); las Patentes de los
Estados Unidos Nos. 5,807,715; 4,816,567; y 4,816,397. Techniques developed for the production of "chimeric
antibodies" (Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 81:851-855 (1984); Neuberger et al., Nature 312:604-608 (1984);
Takeda et al., Nature 314:452-454 (1985)) se pueden emplear para la sintesis de dichas moléculas. Por ejemplo,
una secuencia genética que codifica una especificidad de union de una molécula de anticuerpo anti-PDGFRp de
ratéon se puede fusionar junto con una secuencia de una molécula de anticuerpo humano de actividad bioldgica
apropiada. Como se usa en este documento, un anticuerpo quimérico es una molécula en la que diferentes
porciones se derivan de diferentes especies animales, tales como las que tienen una regién variable derivada de un
anticuerpo monoclonal murino y una regién constante de inmunoglobulina humana, por ejemplo, anticuerpos
humanizados.

En otro adicional, un anticuerpo, o una parte de unién al antigeno del mismo, de la divulgacién se humaniza. Los
anticuerpos humanizados tienen una especificidad de unién que comprende una o mas regiones determinantes de
complementariedad (CDR) de un anticuerpo no humano y regiones marco de una molécula de anticuerpo humano. A
menudo, los residuos marco en las regiones marco humanas se sustituiran con el residuo correspondiente del
anticuerpo donante de CDR para alterar, preferiblemente mejorar, la unién al antigeno. Estas sustituciones marco se
identifican por métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, modelando las interacciones de la CDR y los
residuos marco para identificar los residuos marco importantes para la unién al antigeno y la comparacion de
secuencias para identificar residuos marco inusuales en posiciones particulares. (Véanse, por ejemplo, Queen et al.,
la Patente de los Estados Unidos No. 5,585,089; Riechmann et al., Nature 332:323 (1988). Los anticuerpos se
pueden humanizar usando una variedad de técnicas conocidas en la técnica que incluyen, por ejemplo, injerto de
CDR (EP 239,400; PCT publication WO 91/09967; las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,225,539; 5,530,101; y
5,585,089), veneering o resurfacing (EP 592,106; EP 519,596; Padlan, Molecular Immunology 28(4/5):489-498
(1991); Studnicka et al., Protein Engineering 7(6):805-814 (1994); Roguska. et al., PNAS 91:969-973 (1994)), y
barajado de cadenas (la Patente de los Estados Unidos No. 5,565,332).

En algunos aspectos, la desinmunizacién se puede usar para disminuir la inmunogenicidad de los polipéptidos de
union a PDGFRp (por ejemplo, anticuerpo o parte de union al antigeno de los mismos). Como se usa en este
documento, el término "desinmunizacion” incluye la alteracion del polipéptido (por ejemplo, un anticuerpo o parte de
union al antigeno del mismo) para modificar los epitopos de células T (véanse, por ejemplo, los documentos
WQ09852976A1, WO0034317A2). Por ejemplo, se pueden analizar las secuencias VH y VL del anticuerpo PDGFR(
inicial especifico, o la parte de unién al antigeno del mismo, de la especificacion y se puede generar un "mapa" de
epitopos de células T humanas a partir de cada regién V que muestra la ubicacion de los epitopos en relacion con
las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) y otros residuos clave dentro de la secuencia. Los
epitopos individuales de células T del mapa de epitopos de células T se analizan para identificar sustituciones de
aminoacidos alternativas con un bajo riesgo de alterar la actividad del anticuerpo final. Se disefia un intervalo de
secuencias alternativas de VH y VL que comprenden combinaciones de sustituciones de aminoacidos y estas
secuencias se incorporan posteriormente en un intervalo de anticuerpos especificos de PDGFRf o fragmentos de
los mismos para su uso en los métodos de diagnodstico y tratamiento descritos en este documento, que luego se
prueban para funcion. Por lo general, se generan y prueban entre 12 y 24 anticuerpos variantes. Los genes
completos de cadena pesada y ligera que comprenden regiones V modificada y C humana se clonan luego en
vectores de expresion y los plasmidos posteriores se introducen en lineas celulares para la produccion de
anticuerpos completos. Los anticuerpos luego se comparan en ensayos bioquimicos y biolégicos apropiados, y se
identifica la variante 6ptima.

ii) Funciones efectoras y modificaciones Fc

Los polipéptidos de unién de la especificacion pueden comprender una region constante de anticuerpo (por ejemplo,
una regién constante de IgG, por ejemplo, una region constante de IgG humana, por ejemplo, una region constante
de IgG1 o IgG4 humana) que media una o mas funciones efectoras. Por ejemplo, la unién del componente C1 del
complemento a una region constante de anticuerpo puede activar el sistema del complemento. La activacion del
complemento es importante en la opsonizacion y la lisis de los patégenos celulares. La activacion del complemento
también estimula la respuesta inflamatoria y también puede estar implicada en la hipersensibilidad autoinmune.
Adicionalmente, los anticuerpos se unen a receptores en diversas células a través de la regiéon Fc, con un sitio de
union al receptor Fc en la region Fc del anticuerpo que se une a un receptor Fc (FCR) en una célula. Hay una serie
de receptores Fc que son especificos para diferentes clases de anticuerpos, que incluyen IgG (receptores gamma),
IgE (receptores epsilon), IgA (receptores alfa) e IgM (receptores mu). La union del anticuerpo a los receptores Fc en
las superficies celulares desencadena una cantidad de respuestas biolégicas importantes y diversas que incluyen la
absorcion y destruccion de particulas recubiertas de anticuerpos, la eliminacion de complejos inmunes, la lisis de las
células diana recubiertas de anticuerpos por células asesinas (llamadas citotoxicidad mediada por células
dependientes de anticuerpos, o ADCC), liberacion de mediadores inflamatorios, transferencia placentaria y control
de la produccién de inmunoglobulinas. En algunos aspectos, los polipéptidos de union (por ejemplo, anticuerpos o
fragmentos de unién a antigeno de los mismos) de la especificacion se unen a un receptor Fc-gamma. En aspectos
alternativos, los polipéptidos de union de la especificacion pueden comprender una region constante que carece de
una o mas funciones efectoras (por ejemplo, actividad ADCC) y/o no se puede unir al receptor Fcy.
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Ciertos aspectos de la especificacion incluyen anticuerpos anti-PDGFR( en los que se ha eliminado o de ofra
manera se ha alterado al menos un aminoacido en uno o mas de los dominios de la regién constante para
proporcionar las caracteristicas bioquimicas deseadas tales como funciones efectoras reducidas o mejoradas, la
capacidad de dimerizarse de forma no covalente, mayor capacidad de localizacién en el sitio de un tumor, semivida
sérica reducida o semivida sérica aumentada en comparacién con un anticuerpo completo sin alteraciones de
aproximadamente la misma inmunogenicidad. Por ejemplo, ciertos anticuerpos, o fragmentos de los mismos, para su
uso en los métodos de diagndstico y tratamiento descritos en este documento son anticuerpos con dominio
eliminado que comprenden una cadena de polipéptidos similar a una cadena pesada de inmunoglobulina, pero que
carecen de al menos una parte de uno o mas dominios de cadena pesada. Por ejemplo, en ciertos anticuerpos, se
eliminara un dominio completo de la region constante del anticuerpo modificado, por ejemplo, se eliminara todo o
parte del dominio CH2.

En ciertos otros aspectos, los polipéptidos de unidn comprenden regiones constantes derivadas de diferentes
isotipos de anticuerpos (por ejemplo, regiones constantes de dos o mas de una IgG1, 1IgG2, IgG3 o IgG4 humana).
En otros aspectos, los polipéptidos de unidon comprenden una bisagra quimérica (esto es, una bisagra que
comprende partes de bisagra derivadas de dominios de bisagra de diferentes isotipos de anticuerpos, por ejemplo,
un dominio de bisagra superior de una molécula IgG4 y un dominio de bisagra media IgG1). En un aspecto, los
polipéptidos de unidon comprenden una regién Fc o una parte de la misma de una molécula de IgG4 humana y una
mutacion Ser228Pro (numeracion de la EU) en la regién central de la bisagra de la molécula.

En ciertos aspectos, la parte Fc puede mutarse para aumentar o disminuir la funcién efectora usando técnicas
conocidas en la técnica. Por ejemplo, la eliminacién o inactivacion (a través de mutaciones puntuales u otros
medios) de un dominio de regidon constante puede reducir la union al receptor Fc del anticuerpo modificado
circulante, aumentando asi la localizacién del tumor. En otros casos, puede ser que las modificaciones constantes
de la regidon sean consistentes con la unién del complemento moderada de la presente divulgacion y, por lo tanto,
reducen la semivida en suero y la asociacién no especifica de una citotoxina conjugada. Sin embargo, se pueden
usar otras modificaciones de la region constante para modificar enlaces disulfuro o unidades estructurales de
oligosacaridos que permiten una localizacion mejorada debido a una especificidad o flexibilidad de antigeno
aumentada. El perfil fisiologico resultante, la biodisponibilidad y otros efectos bioquimicos de las modificaciones,
tales como la localizacion del tumor, la biodistribucién y la semivida en suero, se pueden medir y cuantificar
facilmente usando técnicas inmunolégicas bien conocidas sin excesiva experimentacion.

En ciertos aspectos, un dominio Fc empleado en un anticuerpo de la divulgacion es una variante Fc. Como se usa
en este documento, el término "variante Fc" se refiere a un dominio Fc que tiene al menos una sustitucion de
aminoacidos con respecto al dominio Fc de tipo salvaje del que se deriva dicho dominio Fc. Por ejemplo, en el que el
dominio Fc se deriva de un anticuerpo IgG1 humano, la variante Fc de dicho dominio Fc IgG1 humano comprende al
menos una sustitucién de aminoacidos con respecto a dicho dominio Fc.

La(s) sustitucién(es) de aminoacidos de una variante de Fc se pueden ubicar en cualquier posicion (esto es,
cualquier posicion de aminoacidos de la convencién de la EU) dentro del dominio de Fc. En un aspecto, la variante
Fc comprende una sustitucion en una posicion de aminoacido ubicada en un dominio de bisagra o parte del mismo.
En otro aspecto, la variante Fc comprende una sustitucion en una posicién de aminoacido ubicada en un dominio
CH2 o una parte del mismo. En otro aspecto, la variante Fc comprende una sustitucién en una posiciéon de
aminoacido ubicada en un dominio CH3 o parte del mismo. En otro aspecto, la variante Fc comprende una
sustituciéon en una posicién de aminoacido ubicada en un dominio CH4 o una parte del mismo.

Los polipéptidos de unién de la especificacion pueden emplear cualquier variante de Fc reconocida en la técnica que
se sabe que imparte una mejora (por ejemplo, reduccion o mejora) en la funcion efectora y/o la union de FcR. Dichas
variantes de Fc pueden incluir, por ejemplo, cualquiera de las sustituciones de aminoacidos descritas en las
publicaciones internacionales PCT WO88/07089A1, WQO96/14339A1, WO98105787A1, WQO98/23289A1,
WO099/51642A1, WQO99/58572A1, WOO00/09560A2, WOO00/32767A1, WOO00/42072A2, WO02/44215A2,
WO02/060919A2, WOO03/074569A2, WO04/016750A2, WOO04/029207A2, WOO04/035752A2, WO04/063351A2,
WO04/074455A2, WOO04/099249A2, WOO05/040217A2, WOO05/070963A1, WOO05/077981A2, WO05/092925A2,
WO05/123780A2, WO06/019447A1, WOO06/047350A2, y WO06/085967A2 o las Patentes de los Estados Unidos
Nos. 5,648,260; 5,739,277; 5,834,250; 5,869,046; 6,096,871; 6,121,022; 6,194,551; 6,242,195; 6,277,375;
6,528,624; 6,538,124; 6,737,056; 6,821,505; 6,998,253; y 7,083,784. En un aspecto de ejemplo, un polipéptido de
union de la divulgacion puede comprender una variante Fc que comprende una sustituciéon de aminoacidos en la
posicion 268 de la EU (por ejemplo, H268D o H268E). En otro aspecto de ejemplo, un polipéptido de unién de la
especificacion puede comprender una sustitucion de aminoacidos en la posicion 239 de la EU (por ejemplo, S239D o
S239E) y/o la posiciéon 332 de la EU (por ejemplo, 1332D o 1332Q).

En ciertos aspectos, un polipéptido de union de la especificacion puede comprender una variante de Fc que
comprende una sustitucion de aminoacidos que altera las funciones efectoras independientes del antigeno del
anticuerpo, en particular la semivida circulante del polipéptido de unién. Tales polipéptidos de unién exhiben una
union ya sea aumentada o disminuida a FcRn en comparacion con los polipéptidos de union que carecen de estas
sustituciones, por lo tanto, tienen una semivida aumentada o disminuida en el suero, respectivamente. Se anticipa
que las variantes de Fc con afinidad mejorada por FcRn tienen semividas en suero mas largas, y tales moléculas
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tienen aplicaciones utiles en métodos de tratamiento de mamiferos donde se desea una semivida prolongada del
anticuerpo administrado, por ejemplo, para tratar una enfermedad o trastorno crénico. En contraste, se espera que
las variantes de Fc con afinidad de union a FcRn disminuida tengan semividas mas cortas, y tales moléculas
también son dutiles, por ejemplo, para la administracion a un mamifero donde un tiempo de circulacion reducido
puede ser ventajoso, por ejemplo, para diagnostico por imagen in vivo o en situaciones en las que el anticuerpo
inicial tiene efectos secundarios toxicos cuando esta presente en la circulacion durante periodos prolongados. Las
variantes de Fc con afinidad de unién a FcRn disminuida también tienen menos probabilidades de cruzar la placenta
y, de este modo, también son utiles en el tratamiento de enfermedades o trastornos en mujeres embarazadas.
Adicionalmente, otras aplicaciones en las que se puede desear una afinidad de uniéon a FcRn reducida incluyen
aquellas aplicaciones en las que se desea la localizacion del cerebro, rifion y/o higado. En un aspecto de ejemplo,
los polipéptidos de unién alterados (por ejemplo, anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos) de la
especificacion exhiben transporte reducido a través del epitelio de los glomérulos renales desde la vasculatura. En
otro aspecto, los polipéptidos de union alterados (por ejemplo, anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de los
mismos) de la especificacion exhiben transporte reducido a través de la barrera hematoencefalica (BBB) desde el
cerebro, hacia el espacio vascular. En un aspecto, un anticuerpo con unién a FcRn alterada comprende un dominio
Fc que tiene una o mas sustituciones de aminoacidos dentro del "bucle de unién a FcRn" de un dominio Fc. El bucle
de unién a FcRn estd compuesto por residuos de aminoacidos 280-299 (segun la numeracion de la EU). Las
sustituciones de aminoacidos de ejemplo que alteraron la actividad de unién a FcRn se describen en la publicacion
internacional PCT No. WO05/047327. En ciertos aspectos de ejemplo, los polipéptidos de union (por ejemplo,
anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos) de la especificacion comprenden un dominio Fc que
tiene una o mas de las siguientes sustituciones: V284E, H285E, N286D, K290E y S304D (numeracion de la EU).

En otro aspecto, los polipéptidos de union, para uso en los métodos de diagndstico y tratamiento descritos en este
documento tienen una region constante, por ejemplo, una region constante de cadena pesada de IgG1 o IgG4, que
se altera para reducir o eliminar la glicosilacion. Por ejemplo, los polipéptidos de unién (por ejemplo, anticuerpos o
fragmentos de union a antigeno de los mismos) de la especificacion también pueden comprender una variante de Fc
que comprende una sustituciéon de aminoacidos que altera la glicosilacion del anticuerpo Fc. Por ejemplo, dicha
variante de Fc puede tener una glicosilacion reducida (por ejemplo, glicosilacién ligada a N u O). En aspectos de
ejemplo, la variante Fc comprende una glicosilacion reducida del glucano ligado a N que normalmente se encuentra
en la posicion de aminoacido 297 (numeracion de la EU). En otro aspecto, el anticuerpo tiene una sustitucion de
aminoacidos cerca o dentro de un motivo de glicosilacion, por ejemplo, un motivo de glicosilacion unido a N que
contiene la secuencia de aminoacidos NXT o NXS. En un aspecto particular, el anticuerpo comprende una variante
Fc con una sustitucion de aminoacidos en la posicion de aminoacido 228 o 299 (numeracion de la EU). En aspectos
mas particulares, el anticuerpo comprende una region constante IgG1 o IgG4 que comprende un S228P y una
mutacion T299A (numeracion de la EU).

Las sustituciones de ejemplo de aminoacidos que confieren glicosilacion reducida o alterada se describen en la
Publicacion Internacional PCT No. WOO05/018572. En algunos aspectos, los anticuerpos, o fragmentos de los
mismos, de la especificacion se modifican para eliminar la glicosilacion. Tales anticuerpos, o fragmentos de los
mismos, pueden denominarse anticuerpos "agly", o fragmentos de los mismos (por ejemplo, anticuerpos "agly").
Aunque no esta limitado por la teoria, se cree que los anticuerpos "agly", o fragmentos de los mismos, pueden tener
un perfil de seguridad y estabilidad mejorado in vivo. Los anticuerpos agly de ejemplo, o fragmentos de los mismos,
comprenden una region Fc aglicosilada de un anticuerpo IgG4 que carece de la funcion efectora de Fc, eliminando
asi el potencial de toxicidad mediada por Fc para los 6rganos vitales normales que expresan PDGFR. En aun otros
aspectos, los anticuerpos, o fragmentos de los mismos, de la especificacion comprenden un glicano alterado. Por
ejemplo, el anticuerpo puede tener un numero reducido de residuos de fucosa en un N-glucano en Asn297 de la
region Fc, esto es, esta afucosilado. En otro aspecto, el anticuerpo puede tener un niumero alterado de residuos de
acido sialico en el N-glucano en Asn297 de la region Fc.

i) Unién covalente

Los polipéptidos de unién de la invencion se pueden modificar, por ejemplo, mediante la unién covalente de una
molécula al polipéptido de unidon de modo que la unién covalente no impida que el polipéptido de unién se una
especificamente a su epitopo afin. Por ejemplo, pero no a modo de limitacién, los anticuerpos, o fragmentos de los
mismos, de la invencion se pueden modificar por glicosilacion, acetilacion, pegilacion, fosforilacion, amidacion,
derivacion por grupos protectores/bloqueadores conocidos, escision proteolitica, unién a un ligando celular u otra
proteina, etc. Cualquiera de las numerosas modificaciones quimicas se puede llevar a cabo mediante técnicas
conocidas, que incluyen, pero no se limitan a escision quimica especifica, acetilacion, formilacion, etc.
Adicionalmente, el derivado puede contener uno o mas aminoacidos no clasicos.

El polipéptido de union (por ejemplo, anticuerpos o fragmentos de los mismos) de la invencidon se puede fusionar
adicionalmente de manera recombinante a un polipéptido heterdlogo en el extremo N o C o conjugarse
quimicamente (incluyendo conjugaciones covalentes y no covalentes) a polipéptidos u otras composiciones. Por
ejemplo, los anticuerpos anti-PDGFRf se pueden fusionar de forma recombinante o conjugarse con moléculas utiles
como marcadores en ensayos de deteccion y moléculas efectoras tales como polipéptidos heterdlogos, farmacos,

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2784 131 T3

radiontclidos o toxinas. Véanse, por ejemplo, las publicaciones PCT WO 92/08495; WO 91/14438; WO 89/12624; la
Patente de los Estados Unidos No. 5,314,995; y EP 396,387.

Los polipéptidos de unién se pueden fusionar con polipéptidos heterélogos para aumentar la semivida in vivo o para
su uso en inmunoensayos usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, en una realizacion, el PEG se
puede conjugar con los polipéptidos de unién de la invencién para aumentar su semivida in vivo. Leong, S. R., et al.,
Cytokine 16:106 (2001); Adv. in Drug Deliv. Rev. 54:531 (2002); o Weir et al., Biochem. Soc. Transactions 30:512
(2002).

Adicionalmente, los polipéptidos de unién de la invencion se pueden fusionar a secuencias marcadoras, tales como
un péptido para facilitar su purificacién o deteccion. En realizaciones preferidas, la secuencia de aminoacidos del
marcador es un péptido de hexahistidina, tal como la etiqueta proporcionada en un vector pQE (QIAGEN, Inc., 9259
Eton Avenue, Chatsworth, Calif., 91311), entre otros, muchos de los cuales son comercialmente disponibles. Como
se describe en Gentz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:821-824 (1989), por ejemplo, la hexahistidina proporciona
una purificacion conveniente de la proteina de fusion. Otras etiquetas peptidicas utiles para la purificacion incluyen,
pero no se limitan a, la etiqueta "HA", que corresponde a un epitopo derivado de la proteina de la hemaglutinina de
la gripe (Wilson et al., Cell 37: 767 (1984)) y la etiqueta "flag".

Los polipéptidos de union de la invencion se pueden usar en forma no conjugada o se pueden conjugar con al
menos una de una variedad de moléculas, por ejemplo, para mejorar las propiedades terapéuticas de la molécula,
para facilitar la deteccion de dianas, o para la obtenciéon de imagenes o terapia del paciente. Los polipéptidos de
union de la invencion se pueden marcar o conjugar ya sea antes o después de la purificacion, cuando se realiza la
purificacion. En particular, los polipéptidos de union de la invencién se pueden conjugar con agentes terapéuticos,
profarmacos, péptidos, proteinas, enzimas, virus, lipidos, modificadores de la respuesta bioldgica, agentes
farmacéuticos o PEG.

La presente invencion abarca ademas polipéptidos de unién de la invencién conjugados a un agente de diagndstico
o terapéutico. Los polipéptidos de union se pueden usar de forma diagnostica para, por ejemplo, controlar el
desarrollo o la progresion de un trastorno de las células inmunes (por ejemplo, CLL) como parte de un procedimiento
de prueba clinica para, por ejemplo, determinar la eficacia de un tratamiento y/o régimen de prevencion dado. La
deteccion se puede facilitar acoplando los polipéptidos de unién a una sustancia detectable. Los ejemplos de
sustancias detectables incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales
luminiscentes, materiales bioluminiscentes, materiales radiactivos, metales emisores de positrones usando diversas
tomografias de emision de positrones e iones metalicos paramagnéticos no radiactivos. Véase, por ejemplo, la
Patente de los Estados Unidos No. 4,741,900 para iones metalicos que se pueden conjugar con anticuerpos para su
uso como diagnodstico como se describe en este documento. Los ejemplos de enzimas apropiadas incluyen
peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa o acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos de
grupos protésicos apropiados incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; ejemplos de materiales fluorescentes
apropiados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina,
fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un material luminiscente incluye luminol; ejemplos de
materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina y aequorina; y ejemplos de material radiactivo apropiado
incluyen 125I, 1311, 111In 0 99Tc.

Los polipéptidos de unién para su uso en los métodos de diagndstico y tratamiento descritos en este documento se
pueden conjugar con citotoxinas (tales como radiois6topos, farmacos citotoxicos o toxinas) agentes terapéuticos,
agentes citostaticos, toxinas bioldgicas, profarmacos, péptidos, proteinas, enzimas, virus, lipidos, modificadores de
la respuesta biolégica, agentes farmacéuticos, ligandos inmunolégicamente activos (por ejemplo, linfocinas u otros
anticuerpos en los que la molécula resultante se une tanto a la célula neoplasica como a una célula efectora tal
como una célula T) o PEG.

En un aspecto adicional, un anticuerpo anti-PDGFRf para uso en los métodos de diagndstico y tratamiento descritos
en este documento se puede conjugar con una molécula que disminuye el crecimiento de células tumorales. En
otras realizaciones, las composiciones descritas pueden comprender el polipéptido de unién acoplado a farmacos o
profarmacos. Todavia otras realizaciones de la presente invencién comprenden el uso de polipéptidos de unién
conjugados con biotoxinas especificas o sus fragmentos citotoxicos tales como ricina, gelonina, exotoxina de
Pseudomonas o toxina de la difteria. La seleccién de qué anticuerpo conjugado o no conjugado se usa dependera
del tipo y estadio del cancer, el uso del tratamiento complementario (por ejemplo, quimioterapia o radiacion externa)
y la condicidn del paciente. Se apreciara que un experto en el arte podria hacer facilmente dicha seleccion en vista
de las ensefianzas en este documento.

Se apreciara que, en estudios previos, los anticuerpos antitumorales marcados con isétopos se han usado con éxito
para destruir células tumorales en modelos animales, y en algunos casos en humanos. Los radioisétopos de ejemplo
incluyen: 90Y, 125l, 1311, 123l, 111In, 105Rh, 153Sm, 67Cu, 67Ga, 166Ho, 177Lu, 186Re y 188Re. Los
radionuclidos actdan produciendo radiaciéon ionizante que provoca la ruptura de multiples cadenas en el ADN
nuclear, lo que conduce a la muerte celular. Los is6topos usados para producir conjugados terapéuticos por lo
general producen particulas alfa o beta de alta energia que tienen una longitud de trayectoria corta. Tales
radionuclidos matan las células a las que estan muy cerca, por ejemplo, las células neoplasicas a las que se ha
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unido o ha entrado el conjugado. Tienen poco o ningun efecto sobre las células no localizadas. Los radionucleidos
son esencialmente no inmunogénicos.

IV. Expresion de polipéptidos de unién

Después de la manipulacion del material genético aislado para proporcionar los polipéptidos de union de la invencion
como se expone anteriormente, los genes se insertan por lo general en un vector de expresion para su introduccion
en las células huésped que se pueden usar para producir la cantidad deseada de los polipéptidos de unién
reivindicados.

El término "vector" o "vector de expresion" se usa en este documento para los fines de la especificacion y las
reivindicaciones, para referirse a los vectores usados de acuerdo con la presente invencién como un vehiculo para
introducir y expresar un gen deseado en una célula. Como saben los expertos en el arte, tales vectores pueden
seleccionarse facilmente del grupo que consiste en plasmidos, fagos, virus y retrovirus. En general, los vectores
compatibles con la presente invencién comprenderan un marcador de seleccion, sitios de restriccion apropiados
para facilitar la clonacion del gen deseado y la capacidad de entrar y/o replicarse en células eucariotas o procariotas.

Se pueden emplear numerosos sistemas de vectores de expresion para los fines de esta invencion. Por ejemplo,
una clase de vector usa elementos de ADN que se derivan de virus animales tales como virus del papiloma bovino,
virus del polioma, adenovirus, virus vaccinia, baculovirus, retrovirus (RSV, MMTV o MOMLYV) o virus SV40. Otros
implican el uso de sistemas policistronicos con sitios internos de unién a ribosomas. Adicionalmente, las células que
han integrado el ADN en sus cromosomas se pueden seleccionar introduciendo uno o mas marcadores que
permiten la seleccion de células huésped transfectadas. El marcador puede proporcionar prototrofia a un huésped
auxotrofico, resistencia a biocidas (por ejemplo, antibiéticos) o resistencia a metales pesados como el cobre. El gen
marcador seleccionable se puede unir directamente a las secuencias de ADN que se van a expresar o introducir en
la misma célula por cotransformacion. También se pueden necesitar elementos adicionales para una sintesis 6ptima
de ARNm. Estos elementos pueden incluir secuencias de sefal, sefiales de empalme, asi como promotores
transcripcionales, potenciadores y sefiales de terminacion. En realizaciones particularmente preferidas, los genes de
region variable clonados se insertan en un vector de expresion junto con los genes de region constante de cadena
pesada y ligera (preferiblemente humanos) sintéticos como se discutié anteriormente.

En otras realizaciones preferidas, los polipéptidos de union de la invencién se pueden expresar usando
construcciones policistronicas. En tales sistemas de expresion, se pueden producir multiples productos génicos de
interés tales como cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos a partir de una sola construccion policistronica. Estos
sistemas usan ventajosamente un sitio de entrada de ribosoma interno (IRES) para proporcionar niveles
relativamente altos de polipéptidos de la invenciéon en células huésped eucariotas. Secuencias IRES compatibles se
describen en la Patente de los Estados Unidos No. 6,193,980. Los expertos en el arte apreciaran que tales sistemas
de expresion se pueden usar para producir eficazmente la gama completa de polipéptidos descritos en la solicitud
instantanea.

Mas generalmente, una vez que se ha preparado un vector o secuencia de ADN que codifica un polipéptido de
union, el vector de expresion se puede introducir en una célula huésped apropiada. Es decir, las células huésped se
pueden transformar. La introduccién del plasmido en la célula huésped se puede lograr mediante diversas técnicas
bien conocidas para los expertos en el arte. Estos incluyen, pero no se limitan a, transfeccion (incluyendo
electroforesis y electroporacion), fusion de protoplastos, precipitacion con fosfato de calcio, fusién celular con ADN
encapsulado, microinyeccion e infeccion con virus intacto. Véase, Ridgway, A. A. G. "Mammalian Expression
Vectors" Chapter 24.2, pp. 470-472 Vectors, Rodriguez and Denhardt, Eds. (Butterworths, Boston, Mass. 1988). Mas
preferiblemente, la introducciéon del plasmido en el huésped es por electroporacion. Las células transformadas se
cultivan en condiciones apropiadas para la produccion de cadenas ligeras y cadenas pesadas, y se analizan para la
sintesis de proteinas de cadena pesada y/o ligera. Las técnicas de ensayo de ejemplo incluyen ensayo de
inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) o analisis de clasificacion de células activadas
por fluorescencia (FACS), inmunohistoquimica y similares.

Como se usa en este documento, el término "transformacion" se usara en un sentido amplio para referirse a la
introduccion de ADN en una célula huésped receptora que cambia el genotipo y, en consecuencia, da como
resultado un cambio en la célula receptora.

En esa misma linea, "células huésped" se refiere a células que se han transformado con vectores construidos
usando técnicas de ADN recombinante y que codifican al menos un gen heterélogo. En las descripciones de los
procedimientos para el aislamiento de polipéptidos de huéspedes recombinantes, los términos "célula" y "cultivo
celular" se usan indistintamente para indicar la fuente del anticuerpo a menos que se especifique claramente lo
contrario. En otras palabras, la recuperacion del polipéptido de las "células" puede significar ya sea de células
enteras hiladas o del cultivo celular que contiene tanto el medio como las células suspendidas.

En una realizacion, la linea celular huésped usada para unir la expresion de polipéptidos es de origen mamifero; los
expertos en el arte pueden determinar lineas celulares huésped particulares que son mas apropiadas para el
producto génico deseado que se expresara en ellas. Las lineas celulares huésped de ejemplo incluyen, pero no se
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limitan a, DG44 y DUXB11 (lineas de ovario de hamster chino, DHFR menos), HELA (carcinoma cervical humano),
CVI (linea de rifidon de mono), COS (un derivado de CVI con antigeno SV40 T), R1610 (fibroblastos de hamster
chino) BALBC/3T3 (fibroblastos de raton), HAK (linea de rifidn de hamster), SP2/0 (mieloma de ratén), BFA-1c1BPT
(células endoteliales bovinas), RAJI (linfocito humano), 293 (rifion humano). En una realizacion, la linea celular
proporciona una glicosilacion alterada, por ejemplo, afucosilacion, del anticuerpo expresado a partir de la misma (por
ejemplo, lineas celulares CHO inactivadas con FUT8 o PER.C6® (Crucell) (células Potelligent.RTM) (Biowa,
Princeton, NJ)). En una realizacion, se pueden usar células NSO. Las células CHO se prefieren particularmente. Las
lineas celulares huésped estan por lo general disponibles en los servicios comerciales, the American Tissue Culture
Collection o en la literatura publicada.

La produccion in vitro permite la ampliacion para dar grandes cantidades de los polipéptidos deseados. Las técnicas
para el cultivo de células de mamifero en condiciones de cultivo de tejidos son conocidas en la técnica e incluyen un
cultivo en suspension homogéneo, por ejemplo, en un reactor de agitacién por aire o en un reactor de agitacion
continua, o en cultivo celular inmovilizado o atrapado, por ejemplo, en fibras huecas, microcapsulas, microperlas de
agarosa o cartuchos de ceramica. Si es necesario y/o deseado, las soluciones de polipéptidos se pueden purificar
mediante los métodos de cromatografia habituales, por ejemplo filtracién en gel, cromatografia de intercambio
iénico, cromatografia sobre DEAE-celulosa y/o cromatografia de (inmuno) afinidad.

Los genes que codifican los polipéptidos de unién de la invenciéon también se pueden expresar en células no
mamiferas tales como bacterias o células de levadura o plantas. A este respecto, se apreciara que también se
pueden transformar diversos microorganismos unicelulares no mamiferos tales como bacterias; esto es, aquellos
que se pueden cultivar en cultivos o fermentacion. Las bacterias, que son susceptibles de transformacion, incluyen
miembros de las enterobacterias, tales como las cepas de Escherichia coli o Salmonella; Bacillaceae, tales como
Bacillus subtilis; Pneumococcus; Streptococcus, y Haemophilus influenzae. Se apreciara ademas que, cuando se
expresa en bacterias, los polipéptidos pueden formar parte de cuerpos de inclusién. Los polipéptidos se deben
aislar, purificar y luego ensamblar en moléculas funcionales.

Ademas de los procariotas, también se pueden usar microbios eucariotas. Saccharomyces cerevisiae, o levadura
comun de panaderia, es la mas usada entre los microorganismos eucariotas, aunque estan disponibles una cantidad
de otras cepas. Para la expresion en Saccharomyces, el plasmido YRp7, por ejemplo, (Stinchcomb et al., Nature,
282:39 (1979); Kingsman et al., Gene, 7:141 (1979); Tschemper et al., Gene, 10:157 (1980)) se usa comunmente.
Este plasmido ya contiene el gen TRP1 que proporciona un marcador de seleccion para una cepa mutante de
levadura que no tiene la capacidad de crecer en triptéfano, por ejemplo ATCC No. 44076 o PEP4-1 (Jones,
Genetics, 85:12 (1977)). La presencia de la lesion trp1 como una caracteristica del genoma de la célula huésped de
levadura proporciona un ambiente eficaz para detectar la transformacién por crecimiento en ausencia de triptéfano.

V. Formulaciones farmacéuticas y métodos de administracion de polipéptidos de union.

En otro aspecto, la especificacién describe composiciones farmacéuticas que comprenden el polipéptido de unién de
la invencion y uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables.

Los métodos de preparacion y administracion de los polipéptidos de unién de la invencién a un sujeto son bien
conocidos o los determinan facilmente por los expertos en el arte. La ruta de administracion de los polipéptidos de
unioén de la invencién puede ser oral, parenteral, por inhalaciéon o tépica. El término parenteral como se usa en este
documento incluye la administracion intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, rectal o
vaginal. Generalmente se prefieren las formas intravenosa, intraarterial, subcutanea e intramuscular de
administracion parenteral. Si bien todas estas formas de administracion se contemplan claramente dentro del
alcance de la invencién, una forma de administracion seria una solucion inyectable, en particular para inyeccion
intravenosa o intraarterial o goteo. Normalmente, una composicion farmacéutica apropiada para inyeccion puede
comprender una solucién reguladora (por ejemplo, solucion reguladora de acetato, fosfato o citrato), un surfactante
(por ejemplo, polisorbato), opcionalmente un agente estabilizante (por ejemplo, albumina humana), etc. Sin
embargo, en otros métodos compatibles con las ensefianzas en este documento, los polipéptidos se pueden
administrar directamente al sitio de la poblacion celular adversa aumentando asi la exposicién del tejido enfermo al
agente terapéutico.

Las preparaciones para administracion parenteral incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas o no
acuosas estériles. Ejemplos de solventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales como el
aceite de oliva y ésteres organicos inyectables tales como el oleato de etilo. Los portadores acuosos incluyen agua,
soluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, que incluyen solucion salina y medios regulados. En la
presente invencion, los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, 0.01-0.1 M y
preferiblemente solucion reguladora de fosfato 0.05 M o solucién salina al 0.8%. Otros vehiculos parenterales
comunes incluyen soluciones de fosfato de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, Ringer de lactato
o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen reabastecedores de fluidos y nutrientes, reabastecedores de
electrolitos, tales como los que se basan en la dextrosa de Ringer, y similares. También pueden estar presentes
conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases
inertes y similares. Mas particularmente, las composiciones farmacéuticas apropiadas para uso inyectable incluyen
soluciones acuosas estériles (cuando son solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion
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extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En tales casos, la composicion debe ser estéril y
debe ser fluida en la medida en que exista una facil jeringabilidad. Debe ser estable en las condiciones de
fabricacion y almacenamiento y preferiblemente se preservara contra la accién contaminante de microorganismos,
tal como bacterias y hongos. El portador puede ser un disolvente o medio de dispersion que contenga, por ejemplo,
agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas apropiadas
de los mismos. Se puede mantener la fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como
la lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersion y mediante el uso
de surfactantes. La prevencion de la accidon de los microorganismos se puede lograr mediante diversos agentes
antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascérbico, timerosal y similares. En
muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes, tales como manitol,
sorbitol o cloruro de sodio en la composicion. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables se puede
lograr incluyendo en la composicidon un agente que retrase la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y
gelatina.

En cualquier caso, las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando un compuesto activo (por
ejemplo, un polipéptido de unién solo o en combinacién con otros agentes activos) en la cantidad requerida en un
disolvente apropiado con uno o una combinacién de ingredientes enumerados en este documento, segun se
requiera, seguido de esterilizacion filirada. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto
activo en un vehiculo estéril, que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de los
enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles,
los métodos preferidos de preparacion son el secado al vacio y la liofilizacion, que produce un polvo de un
ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado de una solucidon previamente filirada estéril del
mismo. Las preparaciones para inyecciones se procesan, se llenan en contenedores tales como ampollas, bolsas,
botellas, jeringas o viales, y se sellan en condiciones asépticas segun los métodos conocidos en la técnica.
Adicionalmente, las preparaciones se pueden empaquetar y vender en forma de un kit tal como los que se describen
en los documentos en tramite U.S. Ser. No. 09/259,337 y U.S. Ser. No. 09/259,338. Tales articulos de fabricacion
tendran preferiblemente etiquetas o insertos de paquete que indican que las composiciones asociadas son Utiles
para tratar a un sujeto que padece o esta predispuesto a trastornos autoinmunes o neoplasicos.

Las dosis eficaces de los polipéptidos de unién estabilizados de la presente invencion para el tratamiento de las
condiciones descritas anteriormente varian dependiendo de muchos factores diferentes, que incluyen medios de
administracion, sitio objetivo, estado fisiolégico del paciente, si el paciente es humano o un animal, otros
medicamentos administrados, y si el tratamiento es profilactico o terapéutico. Por lo general, el paciente es un ser
humano, pero también se pueden tratar mamiferos no humanos, incluidos los mamiferos transgénicos. Las dosis de
tratamiento se pueden ajustar usando métodos de rutina conocidos para los expertos en el arte para optimizar la
seguridad y la eficacia.

Para la inmunizacion pasiva con un polipéptido de unién de la invencion, la dosificacion puede variar, por ejemplo,
de aproximadamente 0.0001 a 100 mg/kg, y mas habitualmente de 0.01 a 5 mg/kg (por ejemplo, 0.02 mg/kg, 0.25
mg/kg, 0.5 mg/kg, 0.75 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, etc.) del peso corporal del huésped. Por ejemplo, las dosis pueden
ser de 1 mg/kg de peso corporal o 10 mg/kg de peso corporal o dentro del intervalo de 1-10 mg/kg, preferiblemente
al menos 1 mg/kg. Las dosis intermedias en los intervalos anteriores también pretenden estar dentro del alcance de
la invencion.

A los sujetos se les puede administrar tales dosis diariamente, en dias alternativos, semanalmente o segun cualquier
otro programa determinado por analisis empirico. Un tratamiento de ejemplo implica la administracién en multiples
dosis durante un periodo prolongado, por ejemplo, de al menos seis meses. Los regimenes de tratamiento de
ejemplo adicionales implican la administracion una vez cada dos semanas o una vez al mes o una vez cada 3 a 6
meses. Los programas de dosificacion de ejemplo incluyen 1-10 mg/kg o 15 mg/kg en dias consecutivos, 30 mg/kg
en dias alternos o 60 mg/kg por semana. En algunos métodos, dos 0 mas anticuerpos monoclonales con diferentes
especificidades de unidon se administran simultdneamente, en cuyo caso la dosis de cada anticuerpo administrado
puede caer dentro de los intervalos indicados.

El polipéptido de unién de la invencién se puede administrar en multiples ocasiones. Los intervalos entre dosis
individuales pueden ser, por ejemplo, diarios, semanales, mensuales o anuales. Los intervalos también pueden ser
irregulares como se indica midiendo los niveles sanguineos de polipéptido o molécula objetivo en el paciente. En
algunos métodos, la dosis se ajusta para lograr una cierta concentracion de anticuerpos o toxinas en plasma, por
ejemplo, 1-1000 ug/ml o 25-300 ug/ml. Alternativamente, el polipéptido de union de la invencién se puede
administrar como una formulaciéon de liberacion sostenida, en cuyo caso se requiere una administracion menos
frecuente. La dosis y la frecuencia varian segun la semivida del polipéptido de unién en el paciente. En general, los
anticuerpos humanizados muestran la semivida mas larga, seguidos de los anticuerpos quiméricos y los anticuerpos
no humanos. En una realizacion, el polipéptido de uniéon de la invenciéon se puede administrar en forma no
conjugada. En otra realizacion, el polipéptido de unién de la invencién puede administrarse multiples veces en forma
conjugada. En otra realizacion mas, el polipéptido de unidn de la invencion se puede administrar en forma no
conjugada, luego en forma conjugada, o viceversa.
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La dosificacién y la frecuencia de administracion pueden variar dependiendo de si el tratamiento es profilactico o
terapéutico. En aplicaciones profilacticas, las composiciones que contienen el presente polipéptido de unién o un
coctel del mismo se administran a un paciente que aun no esta en estado de enfermedad para mejorar la resistencia
del paciente. Dicha cantidad se define como una "dosis eficaz profilactica". En este uso, las cantidades precisas
nuevamente dependen del estado de salud y la inmunidad general del paciente, pero generalmente varian desde 0.1
a 25 mg por dosis, especialmente de 0.5 a 2.5 mg por dosis. Se administra una dosis relativamente baja a intervalos
relativamente poco frecuentes durante un largo periodo de tiempo. Algunos pacientes continian recibiendo
tratamiento por el resto de sus vidas.

En aplicaciones terapéuticas, una dosis relativamente alta (por ejemplo, desde aproximadamente 1 a 400 mg/kg de
anticuerpo por dosis, con dosis desde 5 a 25 mg que se usan mas comunmente para radioinmunoconjugados y
dosis mas altas para moléculas conjugadas de citotoxina-farmaco) a veces se requieren intervalos relativamente
cortos hasta que la progresion de la enfermedad se reduzca o termine, y preferiblemente hasta que el paciente
muestre una mejoria parcial o completa de los sintomas de la enfermedad. Posteriormente, la patente se puede
administrar en un régimen profilactico.

En una realizacion, un sujeto se puede tratar con una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de la
invencion (por ejemplo, en un vector). Las dosis para los acidos nucleicos que codifican polipéptidos varian desde
aproximadamente 10 nga 1 g, 100 ng a 100 mg, 1 ug a 10 mg o 30-300 ug de ADN por paciente. Las dosis para los
vectores virales infecciosos varian desde 10 a 100, o mas, viriones por dosis.

Los agentes terapéuticos se pueden administrar por medios parenterales, tépicos, intravenosos, orales,
subcutaneos, intraarteriales, intracraneales, intraperitoneales, intranasales o intramusculares para el tratamiento
profilactico y/o terapéutico. Se prefieren la inyeccién intramuscular o la infusién intravenosa para la administracion de
un polipéptido de unién de la invencion. En algunos métodos, los polipéptidos de union terapéuticos se inyectan
directamente en el craneo. En algunos métodos, los polipéptidos de unién se administran como una composicién o
dispositivo de liberaciéon sostenida, tal como un dispositivo Medipad™.

Los agentes de la invencidon se pueden administrar opcionalmente en combinacién con otros agentes que son
eficaces en el tratamiento del trastorno o afeccion que necesita tratamiento (por ejemplo, profilactico o terapéutico).
Los agentes adicionales preferidos son aquellos que son reconocidos en la técnica y se administran de manera
estandar para un trastorno particular.

Las dosis de tratamiento Unico eficaces (esto es, cantidades terapéuticamente eficaces) de polipéptidos de union
marcados con 90Y de la invencion varian entre aproximadamente 5 y aproximadamente 75 mCi, mas
preferiblemente entre aproximadamente 10 y aproximadamente 40 mCi. Las dosis ablativas eficaces de tratamiento
Unico sin médula de anticuerpos marcados con 131l varian entre aproximadamente 5 y aproximadamente 70 mCi,
mas preferiblemente entre aproximadamente 5 y aproximadamente 40 mCi. Las dosis ablativas eficaces de un solo
tratamiento (esto es, pueden requerir un trasplante autélogo de médula 6sea) de anticuerpos marcados con 131l
varian entre aproximadamente 30 y aproximadamente 600 mCi, mas preferiblemente entre aproximadamente 50 y
menos de aproximadamente 500 mCi. Junto con un anticuerpo quimérico modificado, debido a la semivida en
circulacién mas prolongada frente a los anticuerpos murinos, un tratamiento Unico eficaz dosis ablativas sinmédula
de anticuerpos quiméricos marcados con yodo-131 varia entre aproximadamente 5 y aproximadamente 40 mCi, mas
preferiblemente menos de aproximadamente 30 mCi. Los criterios de imagen para, por ejemplo, la etiqueta 111In,
son por lo general menores de aproximadamente 5 mCi.

Si bien se ha adquirido una gran experiencia clinica con 1311 y 90Y, otros radiomarcadores son conocidos en la
técnica y se han usado para fines similares. Todavia se usan otros radioisétopos para obtener imagenes. Por
ejemplo, los radioisotopos adicionales que son compatibles con el alcance de la presente invencion incluyen, pero
no se limitan a, 1231, 1251, 32P, 57Co, 64Cu, 67Cu, 77Br, 81Rb, 81Kr, 87Sr, 113In, 127Cs, 129Cs, 132l, 197Hg,
203Pb, 206Bi, 177Lu, 186Re, 212Pb, 212Bi, 47Sc, 105Rh, 109Pd, 153Sm, 188Re, 199Au, 225Ac, 211A, y 213Bi. A
este respecto, los emisores alfa, gamma y beta son compatibles con la presente invencién. Adicionalmente, en vista
de la divulgacion instantanea, se afirma que un experto en el arte podria determinar faciimente qué radionucleidos
son compatibles con un curso de tratamiento seleccionado sin experimentacion excesiva. Para este fin, los
radionucleidos adicionales que ya se han usado en el diagndstico clinico incluyen 1251, 1231, 99Tc, 43K, 52Fe,
67Ga, 68Ga, asi como 11 lin. Los anticuerpos también se han marcado con una variedad de radionuclidos para uso
potencial en inmunoterapia dirigida (Peirersz et al. Immunol. Cell Biol. 65: 111-125 (1987)). Estos radionucleidos
incluyen 188Re y 186Re asi como 199Au y 67Cu en menor medida. la Patente de los Estados Unidos No. 5,460,785
proporciona datos adicionales con respecto a tales radioisétopos.

Como se discutid previamente, el polipéptido de unién de la invencion se puede administrar en una cantidad
farmacéuticamente eficaz para el tratamiento in vivo de trastornos de mamiferos. A este respecto, se apreciara que
el polipéptido de unién descrito se formulara para facilitar la administracion y promover la estabilidad del agente
activo. Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion comprenden un
portador estéril, no toxico, farmacéuticamente aceptable tal como solucion salina fisioldgica, soluciones reguladoras
no toxicas, conservantes y similares. Para los fines de la presente solicitud, una cantidad farmacéuticamente eficaz
de un polipéptido de union de la invencion, conjugado o no conjugado a un agente terapéutico, se considerara que
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significa una cantidad suficiente para lograr la unién eficaz a un objetivo y lograr un beneficio, por ejemplo, para
mejorar los sintomas de una enfermedad o trastorno o para detectar una sustancia o una diana. En el caso de las
células tumorales, el polipéptido sera preferiblemente capaz de interactuar con antigenos inmunorreactivos
seleccionados en células neoplasicas o inmunorreactivas y proporcionar un aumento en la muerte de esas células.
Por supuesto, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden administrar en dosis Unicas o
multiples para proporcionar una cantidad farmacéuticamente eficaz del polipéptido.

De acuerdo con el alcance de la presente divulgacion, el polipéptido de uniéon de la invencidon se puede administrar a
un humano u otro animal de acuerdo con los métodos de tratamiento mencionados anteriormente en una cantidad
suficiente para producir un efecto terapéutico o profilactico. Los polipéptidos de la invencién se pueden administrar a
dicho ser humano u otro animal en una forma de dosificacién convencional preparada combinando el polipéptido de
union de la invencion con un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable convencional segun técnicas
conocidas. Un experto en el arte reconocera que la forma y el caracter del portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable esta dictado por la cantidad de ingrediente activo con el que se combinara, la ruta de administracion y
otras variables bien conocidas. Los expertos en el arte apreciaran ademas que un coctel que comprende una o0 mas
especies de polipéptidos segun la presente invencion puede resultar particularmente eficaz.

VI. Métodos de tratamiento de enfermedades o trastornos asociados a PDGFR[]

Los polipéptidos de unién de la invencién son utiles para antagonizar la actividad de PDGFRB. De acuerdo con lo
anterior, en otro aspecto, la especificaciéon describe métodos para tratar enfermedades o trastornos asociados a
PDGFRB administrando a un sujeto que lo necesita una composicion farmacéutica que comprende uno o mas
anticuerpos anti-PDGFR, o un fragmento de unién a antigeno del mismo de la divulgacion.

Las enfermedades o trastornos asociados a PDGFR[ susceptibles de tratamiento incluyen, sin limitacion:
Degeneracion macular relacionada con la edad (AMD); reestenosis, incluyendo reestenosis coronaria después de
angioplastia, aterectomia u otros métodos invasivos de eliminacion de placa, y reestenosis de arterias renales o
periféricas después de los mismos procedimientos; fenémenos proliferativos vasculares y fibrosis asociados con
otras formas de lesién aguda, tales como: fibrosis pulmonar asociada con el sindrome de dificultad respiratoria del
adulto, fibrosis renal asociada con nefritis, estenosis coronaria asociada con la enfermedad de Kawasake y
estrechamientos vasculares asociados con otras arteritis tales como la enfermedad de Takayasha; procedimientos
fibroticos, tales como esclerodermia, miofibrosis; y cancer (por ejemplo, proliferacion de células tumorales y
neovascularizacion)

Un experto en el arte podria, mediante experimentacion de rutina, determinar qué cantidad eficaz y no toxica de
anticuerpo (o agente terapéutico adicional) seria con el propdsito de tratar una enfermedad o trastorno asociado a
PDGFRB. Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente activa de un polipéptido puede variar segun factores tales
como el estadio de la enfermedad (por ejemplo, estadio | versus estadio IV), edad, sexo, complicaciones médicas
(por ejemplo, afecciones o enfermedades de inmunodeficiencia) y el peso del sujeto, y la capacidad del anticuerpo
para provocar una respuesta deseada en el sujeto. El régimen de dosificacion se puede ajustar para proporcionar la
respuesta terapéutica éptima. Por ejemplo, se pueden administrar varias dosis divididas diariamente, o la dosis se
puede reducir proporcionalmente segun lo indiquen las exigencias de la situacion terapéutica. Generalmente, sin
embargo, se espera que una dosis eficaz esté en el intervalo de aproximadamente 0.05 a 100 miligramos por
kilogramo de peso corporal por dia y mas preferiblemente de aproximadamente 0.5 a 10 miligramos por kilogramo
de peso corporal por dia.

VII. Ejemplos

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no deben interpretarse como
limitantes adicionales.

Ejemplo 1. Aislamiento de dominios VH que se unen especificamente a PDGFRB humano

Los dominios VH que se unen especificamente al PDGFRB humano se seleccionaron usando la expresion de ADN
como se expone en el documento W02010/011944. Especificamente, una biblioteca de expresién de ADN de
dominio VH humano, naive derivada de diez donantes de médula 6sea se sometid a seis rondas de seleccion contra
PDGFRB humano. Los aglutinantes seleccionados fueron clonados y secuenciados. Desde esta criba, se
seleccionaron los clones del dominio VH A4, B4 y G2, cuyas secuencias de aminoacidos se exponen en la tabla 3.

Ejemplo 2. Barajado de HCDR3
A. Construccion de la biblioteca de VH

Para cribar dominios VH con caracteristicas de unién mejoradas, la secuencia HCDR3 del clon A4 (designado XB
1511) se baraj6é en una biblioteca VH humana naive, que se seleccioné adicionalmente para la union a PDGFRf
humano y de raton. Especificamente, la secuencia de ADN que codifica para la HCDR3 del clon A4 (SEQ ID NO: 1)
se sintetiz6 y ensambld en una biblioteca que comprende regiones marco 1-3 de dominios VH humanos naive
amplificados a partir de células B de médula 6sea y PBMC usando oligonucleétidos especificos de marco. Las
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regiones marco 1-3 humanas de VH se amplificaron usando cebadores inversos FR3 genéricos 3' y especificos de la
familia VH 5’ para crear bibliotecas separadas de las regiones marco de la familia VH. Las bibliotecas marco de la
familia VH y la XB1511 HCDR3 se barajaron mediante amplificacién por PCR adicional usando oligos 5 T7TMV y 3’
XB1511 FR3CDR3FR4. Esto también agregd una secuencia promotora T7TMV en el extremo 5' para la
transcripcion/traduccion in vitro. También se agregd una secuencia Cu3 C-terminal y una etiqueta FLAG (para la
purificaciéon después de la traduccién) mediante PCR usando los cebadores FR4 Cu3 Reverso e Y109,
respectivamente, junto con el cebador 5' T7TMV. Las secuencias de acido nucleico de los oligonucledtidos usados
para la preparacion de la biblioteca de VH barajado de HCDR3 se exponen en la tabla 5. En la figura 1 se muestra
una representacion esquematica de la construccién de la biblioteca de VH.

Tabla 5. Oligonucledtidos de construccion de b|bl|0tec35 de WH |:IE|I’E|_|E|C|D de HCDR3

i — ot . B SEGTE
| Secuencia | “NoO.

| FR2 Inverso | CGCACAGTAATACACGEC "_ | 454
[VvH1a | CRATTACTATTTACAATTACAATGCAGGTECAGCTGETGCAGTCTG 455

|

[ VHIb | CARTTACTATTTACAATTACARTGCAGETCCAGCTTGIGCAGTCTG 456 |
| vHle | CAATTACTATTTACAAT TACARTGSAGGTCCAGCTGGTACAGTCTG | 457

| VH1d | CAATTACTATTTACAATTACARTGCARATGCAGCTGETGCAGTCTS | 458
VHZ2 CRATTACTATTTACAATTACARTGCAGRT CACCTTGAAGGAGTCTE | 459
VH3a | CAATTACTATTTACAATTACAATGGARGTGCAGCTGGTGGAGTICTG | 460
VH3b | cAnT TACTATTTACAATTACARTGCAGGTECAGCTGGTGEAGTCTG 461
VHic CARTTACTATTTACAATTACAATGGAGGTCCAGCTGTTGGAGTCTG 462
VH4a | CAATTACTATTTACAATTACAATGCAGSTGCAGCTGCAGGAS | | 463
VHab | CARTTACTATTTACAATTACAATGCAGGTGCAGCTACAGCAGTEE 264 |
VHS CAATTACTATTTACAATTACAATGGARGTGCAGCTGGTGCAGTCTG | 465 |
VHE CARTTACTATTTACAATTACAATGCAGGTACAGCTGCAGCAGTCAG 466
VH? | CAATTACTATTTACAATTACAATGCAGGTGCAGCTGETACARTCTG. 257
TITMVUTR | TAATACGACTCACTATAGGGACAATTACTATTTACARTTACA | 468 |
XB1511 | TGAGGAGACGETGACCAGGGTTCCCTGGCCCCAGTAGCTCCTGTCE || 469
FR3ICDRZFR4 COCOCATETETCACACAGTRAATACACEED

_Inverso 4 : .
FR4 Cul GGAGACGAGGGGGAPAAGEGT TGAGGAGACGGTGACCAG 47 'fJ_!
Inverso - _ B |
Y109 T TTTTTT T T T TTTT T T T I TARATAGCGGATGC TRAGGACGACTTG 371

TCGTCETCETCCT TG TASTCOGAGACGAGGGGEARAAGGET | |

B. Cribado de la biblioteca

La biblioteca de dominio VH barajado de HCDRS se transcribié luego en una biblioteca de ARNm y se sometio a
seleccion con tecnologia de expresion de ADNbc como se expone en el documento WO2010/011944. La seleccion
se realizé con PDGFRB humano y de ratén en una ronda alternativa durante 4 rondas. Se aplicé la seleccion cinética
controlada de tasa de asociacion y disociacion en rondas sucesivas para aumentar la rigurosidad de la seleccion v,
de este modo, seleccionar dominios VH con alta afinidad por PDGFR. Especificamente, la seleccién se realizé de
la siguiente manera: Ronda 1 (R1) con 10 nM de PDGFRf humano inmovilizado; R2 con PDGFRf de ratén 100 nM
inmovilizado; R3 con PDGFR humano soluble 10 nM y compitié con PDGFRB humano inmovilizado 200 nM durante
24 horas y 120 horas; y R4 con 10 nM de PDGFRB de ratén. El grupo de unién de R4 se subcloné para
secuenciacion de ADN. El analisis de las secuencias del grupo de unién de R4 mostré que la HCDR3 de XB1511
estaba presente en una variedad de contextos marco diferentes. No se obtuvo una secuencia original de tipo salvaje
del conjunto de secuencias analizadas. Las secuencias de aminoacidos de los dominios VH seleccionados se
exponen en la tabla 3, en este documento.

C. Especificidad de unién de dominios VH barajados HCDR3 seleccionados

El grupo de unién a R4 seleccionado anteriormente se evalud para la union a PDGFR tanto humano como de raton
usando una biblioteca traducida in vitro marcada con 35S Met. Especificamente, se evalud la union del conjunto a
perlas epoxidicas, 100 nM de IgG humana, PDGFRf humano y PDGFR@ de ratén. Como se muestra en la figura 2,
el dominio VH XB1511 original mostré una union especifica a PDGFRB humano, y una union indetectable a
PDGFRp de raton. La biblioteca preseleccionada barajada de marco mostré una uniéon débil al PDGFRB humano.
Sin embargo, en contraste, la biblioteca barajada de marco R4 mostré una unién significativa a PDGFRp tanto
humano como de raton.

Ejemplo 3. Identificacion de pares VL/VH estables
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A. Construccion de bibliotecas de ADN de VL

Las bibliotecas de VL humanas (Vkappa y Vlambda) se construyeron a partir de células B de donantes jovenes
sanos (Allcells) mediante RT-PCR. Para garantizar la diversidad de la biblioteca, se obtuvieron 300 millones de
células mononucleares de médula 6sea y 100 millones de células mononucleares de sangre periférica de diez
donantes y se usaron para la construccién de bibliotecas VH y VL naive. Un esquema del método de generacion de
la biblioteca se expone en la figura 3.

Los cebadores de oligonucleétidos para la sintesis de ADNc y la posterior amplificacion por PCR de las secuencias
Vkappa y Vlambda se disefiaron como se expone en la tabla 4. Especificamente, se disefiaron cebadores de sentido
multiple de las regiones FR1 de Vk y VA de cada familia con una secuencia UTR aguas arriba. Los cebadores
antisentido para la amplificacion de genes « y A se disefiaron a partir de las regiones constantes anidadas en Ck1
(Cx2) o JA con el mismo Cx2 aguas abajo (JAC«k2). Las bibliotecas Vk y VA llevan la misma secuencia C-terminal
para la amplificacion por PCR durante los ciclos de seleccion.

El ARNm se preparo6 a partir de donantes individuales usando un kit de preparaciéon de ARNm FastTrack (Invitrogen)
siguiendo el protocolo proporcionado por el kit. La primera cadena de ADNc se sintetiz6 a partir del ARNm aislado
usando cebadores especificos para las regiones constantes de cadena ligera kappa y lambda (Cx1 y CA1).

La amplificacion por PCR de las secuencias Vkappa y Vlambda se realizé6 con cebadores especificos de la familia
Ck2 y Vk 0 mezcla JLC«k2 y cebadores especificos de la familia VA2 usando ADNc como plantilla. La PCR se realizd
para familias individuales Vk e YA y, donantes individuales durante 18-20 ciclos. Después de la purificacion en gel,
las bibliotecas Vk y VA de cada fuente diferente se agruparon para generar las bibliotecas Vk y VA finales.
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Tabla 6. Cligonucledtidos de construccion de bibliotecas de expresion de ADN de
iy Vi humano

Oligo Secuencia SEQ ID NO. ‘1
Ckl CAACTECTCATCAGATEGCGE 472
ci1 CAGTETGGCCTTATTGACTTG 473
Ck2 AGATGGTGCAGCCACAGTTCR 474
J1l1-3Ckz ] AGRTEGTECAGCCACRATTCOTAGACGETSASCTTERTOCC 475
J17Ck2 AGATEGTGCAGCCACAGTTOGGAGALGGTCAGCTGEG TGO 4716
TITMVUTR | TARTACGACTCACTATAGGGACARTTACTATTTACARTTACA 477 T
Oligos % o ;
UTRVkla CAATTACTATTTACAATTACAATGRACATCCAGATGACCCAG 478
UTRVk1b CARTTACTATTTACAATTACAATGEMCATCCAGTTGACCCAG 479
UTRVklc CAATTACTATTTRCAARTTACAATGGCCATCCRGATGACCCAG 480
UTRVk1ld CAATTACTATTTACAATTACAATGGTCATCTGGATGACTCAG 481
UTRVk2a | CAATTACTATTTACAATTACAATOCATATTETCATGACCCAG 482
UTRVE2E | CRATTACTATTTACAATTACAATGGATRTTGTGATGACTCAG 483
UTRVk3a | CRATTACTATTTACRATTACARTGGARATTGTETTGACRCAS 484
UTEVEk L CRATTACTATTTACAATTACALTGGAAATAGTGATGROGCG 485
UTRVk3c CRATTACTATTTACPATTACARTGGARATTGTARTGRCACAG 486
| UTRVkaa CAATTACTATTTACRATTACARTGGACATCGTGATGACCCAG 487 i
UTRVkSa CRATTACTATTTACRATTACARTGEARACGACACTCACECAG 488
UTRVkGa CRATTACTATTTACRATTACARTEGARATTETGCTGACTCAS 489
UTRVKED CARTTACTATTTACAATTACAATGGATGTTGTGATGACACAG 490
Oligos i
UTRVLla | CAATTACTATTTACAATTACAATGCAGTCTGTGCTGACKCAG 491
UTRVL1b CAATTACTATTTACARTTACARTGCAGTCTGTIGY TGACGLAG 492
UTRVL2 CRATTACTATTTACRATTACAARTGCAGTCTGCCCTGACTCAS 493
UTRVL3a CRATTACTATTTACARTTACAATGTCE TATGWGC TGACTCAG 194
UTRVL3b CRATTACTATTTACAATTACAATGTCCTATGAGCTGACACAG 485
UTRVL3E CRATTACTATTTACAATTACAATGTCTTCTGAGCTGACTCAG 496
UTRVL3d | CAATTACTATTTACARTTACAATGTCCTATGAGCTGATGCAG 497 !
UTRVLA | CARTTACTATTTACAATTACAATGCAGCYTGTGCTGACTCAA 498
UTRVLS JCRRIT&CTAETTAEAAETAEHATECAGSCTGTGCTGACTCAG 499
| UTRVLE | CAATTACTATTTACAATTACAATGAATTTTATGCTGACTCAG 500
UTRVL7 CRATTACTATTTACARTTACAATGCAGRCTGTGGTGACTCAG 501
UTRVLE CAATTACTATTTACAATTACRATGCAGACTGTGGTGACCCAG 502
UTRVL4/9 | CAATTACTATTTACAATTACAATECHGCCTGTGCTGACTCAG 503
UTRVL10 CAARTTACTATTTACARTTACAATGCAGGCAGGGCTGACTCAG 504

W e BST

R = A/G, ¥ = C/T, K=&/T, M=»aC, 8 = &/C,
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B. Generacién de bibliotecas de fusién VL por expresién de ADNbc

Las bibliotecas de ADN Vk y VA generadas usando los métodos expuestos en este ejemplo se transcribieron en
bibliotecas de ARNm usando el kit T7 Megascript (Invitrogen, Cat # AM 1334). EIl ARNm se purificé con el kit de
limpieza RNeasy MinElute (Qiagen, Cat # 74204) siguiendo el protocolo proporcionado por el kit. Se ligé un total de
600 pmol de ARN (300 pmol de bibliotecas Vk y VA) y se ensambld con enlazantes y componentes de expresion de
ADNbc como se describe en el documento W0O2010/011944. La biblioteca VL ensamblada se sometio a traduccion
in vitro para crear una biblioteca de fusion en la que cada dominio VL (fenotipo) se fusiona de manera estable con su
secuencia de codificaciéon (genotipo). 3®S Met se incorpord en el procedimiento de traduccion para radiomarcar las
fusiones. Luego, la biblioteca se purificd con oligo dT celulosa, se convirtié en una biblioteca de expresion de ADNbc
usando las técnicas estandar de biologia molecular de transcripcion inversa, digestion con RNasaH, sintesis de ADN
bicatenario, seguido de purificacion de etiqueta flag.

C. Identificacion de pares VL para dominios VH XB1511 y XB2202

El dominio VH XB1511 se tradujo como proteina libre (con incorporacién de 35S Met en la reaccién de traduccion) y
se purifico por afinidad a través de una etiqueta flag c-terminal. El dominio VH XB1511 y una biblioteca de fusion de
dominio VL purificada (preparada como anteriormente) se mezclaron en una proporcion molar igual y se incubaron a
25 °C, durante la noche para permitir la asociacion in vitro de dominios de fusion VH y VL a través de su parche
hidréfobo. La mezcla se puso luego en contacto con el PDGFR diana preinmovilizado en perlas de Epoxy450 o en
solucién y se capturé con perlas de proteina A. Los complejos que se unian al PDGFRp diana inmovilizado se
lavaron y se eluyeron con KOH 0.1N. La PCR se realizé con conjuntos de cebadores especificos de VL para
recuperar los VL que se unian al PDGFRf diana, tanto como pares VH-VL como dominios VL no emparejados. El
emparejamiento de VL se realizé durante 3 rondas, con baja rigurosidad (PDGFRB 100 nM) para las primeras 2
rondas y mayor rigurosidad (PDGFRB 10 nM) para la tercera ronda. El dominio VH XB2202 también se emparejo
con la biblioteca VL de manera similar durante dos rondas. Para cada ronda de emparejamiento y seleccion de
XB2202/VL, la rigurosidad se incrementd mediante la estrategia de cinética controlada de tasa de asociacion y
disociacion para identificar dominios VL que se emparejaron de manera estable con el dominio VH XB2202 y
mejoraron la unién de VH.

Los grupos de dominios VL identificados anteriormente se clonaron luego en el vector Blunt Zero TOPO (Invitrogen)
y las secuencias de ADN que codifican VL se amplificaron de las colonias bacterianas resultantes mediante PCR
usando cebadores directo e inverso M13. Luego las secuencias de ADN que codifican VL amplificadas individuales
se secuenciaron. Los datos de secuencia obtenidos de los grupos de VL mostraron que un repertorio diverso de VL
se enriquecié a través del procedimiento. Multiples familias y marcos estaban presentes en el grupo. Varios VL
estaban presentes como réplicas o familias. Se pudieron identificar distintas familias de VL y varias VL estuvieron
presentes mas de una vez. Las secuencias de VL de ejemplo identificadas usando los métodos de la invencion que
se emparejan con los dominios VH de unién a PDGFRB, XB1511 y XB2202 se exponen en la tabla 4 en este
documento.

D. Evaluacion de pares identificados de VHy VL

Para evaluar las caracteristicas de los pares VH-VL identificados, se construyeron 10-12 scFV de cada grupo y se
produjeron ya sea por traduccion in vitro o por expresion de E. coli, seguido de purificacion por afinidad.

Se realizé un ensayo ELISA de unién a PDGFR para evaluar la unién del scFv a PDGFR[ inmovilizado y para
determinar la EC50. Especificamente, se inmovilizaron 2 pg/mL de PDGFRB humano y Fc o IgG humana en PBS en
placas Maxisorp a 4 °C, durante la noche. Luego la placa se lavo y bloqued con superbloque. El lisado de scFv en
bruto traducido in vitro se diluyé 1:3 en 1X PBST. Se cargaron 100 ul del lisado scFv diluido en cada pocillo de
placas Maxisorp y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. El scFv que se unia al PDGFRf
inmovilizado se detecto por el anticuerpo anti-flag-HRP a una dilucién 1:5000 y un sustrato TMB. La placa se ley6 en
un lector de placas Molecular Device con ensayo de punto final a un OD de 450 nm. Como se muestra en las figuras
4,5y 6, en el ensayo de union ELISA, mas del 50% de los scFv generados para XB1511 y XB2202 mostraron una
union especifica a PDGFR. En contraste, los VL no emparejados solos no mostraron uniéon al PDGFR (véase la
figura 7).

La afinidad de varios scFv se determind6 mediante un ensayo de unidon en equilibrio en base a solucion.
Especificamente, se tradujeron 120 pmoles de ARN scFv en proteina libre con 3°S Met incorporado. La mezcla de
reaccion traducida se diluy6 3 veces en una solucién reguladora de unién que contenia 1XPBS con 0.025% de triton,
1 mg/mL de BSA y 0.1 mg/mL de ADNss. El PDGFRB humano se diluyé en la misma solucion reguladora de unién a
concentraciones finales desde 100 nM a 0 nM. La mezcla scFv diluida se incub6 con hPDGFR en un volumen final
de 100 ul en placas Kingfisher (Thermofisher Scientific, 97002084). Después de la incubacion, se usaron 25 ul de
perlas magnéticas de proteina A (Invitrogen) para capturar el PDGFR de la solucion. EI PDGFRp capturado se lavo
y se eluydé en lector Kingfisher (Thermofisher Scientific). La cantidad de scFv (marcado con 3°S Met) unido al
hPDGFRp inmovilizado con perlas magnéticas se contdé usando un contador de centelleo y se calcul6 el Kd con
Graph Pad Prism 5. Para el scFv derivado de XB1511 probado, 2 scFv mostré un Kd 8 -10 veces mayor, 1 mostro
un Kd 2.5 veces mayor, y 4 mostré un Kd similar en comparacion con VH XB1511 solo (Figura 8). Solo 1 scFv
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mostré un Kp mas bajo que VH XB1511 solo. Como se muestra en la figura 9, ambos scFv derivados de XB2202
probados mostraron un Kd aproximadamente 8-10 veces mejor en comparacion con VH XB2202 solo.

Ejemplo 4. Afinidad de unién de dominios anti-PDGFRB VH a PDGFR humano y de ratén

El grupo de dominios VH enriquecidos con PDGFRB humano y de ratén barajados en marco R4 seleccionado en el
ejemplo 2 se clond en vectores de expresion de E. coli, se produjo y se purificé. La cinética de unién de los dominios
VH a PDFGR humano y de ratén se determind usando resonancia de plasmén superficial en un Biacore T100. En
resumen, la proteina de fusion quimérica PDGFR-hlgG1-Fc humana y de ratén se inmovilizé por separado usando
un chip sensor Series CM5 (CM5) acoplado al anticuerpo monoclonal antihigG1 Fc. Para cada ciclo, primero se
capturd6 la proteina de fusion del PDGFR, seguida de la inyeccion de VH durante 115 segundos a una velocidad de
flujo de 100 uL/min (asociacion). Inmediatamente después de la fase de asociacion hay una fase de disociacion de
600 segundos. La superficie se regenerd en cada ciclo con una inyeccion Unica de MgCl2 3 M (10 pL/min, 60
segundos). Se inyectaron multiples concentraciones del dominio VH (0.55 nM - 40 nM) y el sensorgrama resultante
se analizé con el software de evaluacion T100. La cinética de unidén se determind usando un ajuste de curva de
union 1:1. La cinética de unién de los clones de dominio VH XB2202 y XB2708 a PDGFRB humano y de raton se
muestra en las figuras 10, 11 y 12, respectivamente. Estos resultados muestran que XB2202 y XB2708 tienen una
mejora de afinidad de 50-150 veces en comparacion con XB1511 original. Especificamente, XB2202 y XB2708
tienen Kds de 249pM y 93pM, respectivamente, y tasas de disociacion (Koff) de 1.86 x102 y 9.267x10%,
respectivamente. Tanto XB2202 como XB2708 se unen a PDGFR humano y de ratén. Es de particular interés que,
aunque compartian la misma HCDR3, XB2202 se derivaba de una secuencia de linea germinal de la familia VH1 y
XB2708 se derivaba de la secuencia de linea germinal de la familia VH3.

Ejemplo 5. Inhibicion de la union de PDGFBB a PDGFR[

La capacidad del dominio VH XB2202, descrito en este documento, para antagonizar la unién del ligando PDGFBB
al PDGFRB humano se evaludé usando resonancia de plasmén superficial en un Biacore T100. En resumen, la
proteina de fusiéon quimérica PDGFR-hlgG1-Fc humana se inmovilizé usando un chip sensor Series CM5 junto con
el anticuerpo monoclonal anti-higG1 Fc 10 nM de PDGFBB humano, se inyecté a PDGFRB humano previamente
capturado para obtener la unidad de respuesta de union al 100% a PDGFRp en ausencia de VH. Para cada ciclo
sucesivo, la proteina de fusion PDGFR se capturé primero y luego se inyectd el dominio VH durante 120 segundos.
Después de eliminar el dominio VH no unido, se inyectaron 10 nM de PDGFBB durante 120 segundos. La superficie
se regenero en cada ciclo con una inyeccion Unica de MgCl2 3 M (10 uL/min, 60 segundos). Se inyectaron multiples
concentraciones de VH (0.46 nM - 60 nM), el sensorgrama resultante se analizé con el software de evaluacion T100
y se calculé la inhibicion de unién a PDGFBB. Como se muestra en la figura 13, XB2202 inhibe la unién de PDGFBB
a PDGFRB humano con una IC50 de menos de 5 nM.

Ejemplo 6. Inhibicion de la migracion de células periciticas

Se determiné la capacidad del dominio VH XB2708, descrito en este documento, para antagonizar la migracion de
pericitos inducida por PDGF-BB in vitro. Los pericitos retinianos humanos primarios se obtuvieron de Cell Systems
Corporation (Kirkland, WA) y se cultivaron segun las sugerencias del fabricante usando medio de crecimiento
completo CSC. Se sembraron aproximadamente 125 células (2-5 pases) en cada pocillo de placas de biosensor
BIND® de 384 pocillos recubiertas con fibronectina en plasma humano (5 pg/ml en PBS) y bloqueadas con BSA (1%
en PBS) en medio sin suero que contiene 0.1% BSA. Se permitié que las células se adhirieran y luego se murieran
de hambre durante la noche. Después de la falta del suero, las células se incubaron durante 1 hora con diversas
concentraciones de VH contra el receptor PDGFRB humano en una incubadora de cultivo de tejidos. La migracion se
estimulé al final de la preincubacion de anticuerpos mediante la adicién de PDGF-BB a una concentracion final de 5
ng/ml en medio sin suero. Las imagenes de los pocillos se obtuvieron usando un escaner BIND®© cada 18 minutos
durante 20 horas en una incubadora de cultivo de tejidos a 37 °C con 5% de CO, y > 75% de humedad. Los datos
recopilados se analizaron usando un algoritmo de identificacion y seguimiento de centroides en base a Matlab para
calcular la velocidad de las células entre las horas 10 y 16. Los resultados expuestos en la figura 14 muestran que
XB2708 puede antagonizar la migracion de pericitos inducida por PDGF-BB con una IC50 de 0.54nM.

Ejemplo 7. Conversién de pares VH-VL a IgG heterotetramérica y demostracion de actividad biolégica

VH XB1511 y VL D8 se expresaron juntos en una IgG heterotetramérica en células 293T. El sobrenadante del cultivo
celular se recogio después de 48 horas y 96 horas y la IgG expresada se purificé con perlas de agarosa con proteina
A. La IgG se produjo a 8 mg/L sin ninguna optimizacién. Para evaluar la actividad bioldgica de la IgG XB1511/D8, se
sembraron fibroblastos de prepucio humano HFF-1 en biosensores BIND de 384 pocillos y se les permitid unirse
durante la noche en medios sin suero. Las células de fibroblastos se estimularon luego con 5 ng/mL o 10 ng/mL de
ligando PDGFBB vy se les permitié migrar durante 18 horas en presencia o ausencia de IgG XB1511/D8 100 nM. Las
imagenes de barrido BIND se capturaron cada 15 minutos y las herramientas de analisis de software se usaron para
medir las longitudes de seguimiento de las respuestas de migracion de células individuales. La longitud de
seguimiento esta representada por un "mapa de calor" de azul (sin migracion) a rojo (migracion maxima). Como se
muestra en la figura 15, la IgG XB1511/D8 fue capaz de bloquear completamente la migracion inducida por PDGFBB
de fibroblastos humanos.
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Ejemplo 8. Termoestabilidad de scFv

Se determind la termoestabilidad del VH XB2202 y XB2202/A4 scFv. Especificamente, se incubaron 1 mg/mL de
XB2202 y XB2202-A4 a 4 °C, 37 °C, 60 °C y 70 °C, durante 12 horas y se realizé un ELISA de uniéon a PDGFRf para
probar la actividad de unién de la proteina después de la incubacion Como se muestra en la figura 16, el dominio VH
XB2202 perdi6 una actividad de union PDGFR significativa después de la incubacién a 60 °C y perdid
completamente la actividad de uniéon después de la incubacion a 70 °C. La Tm de XB2202 se midid en
aproximadamente 62 °C. Por el contrario, el scFv XB2202/A4 estaba completamente activo después de 12 horas de
incubacién a 70 °C, lo que indica que la Tm del scFv XB2202 era superior a 70 °C.

Ejemplo 9. Expresion, purificacion y concentracion de anticuerpos de IgG1

Los pares VH/VL XB1511/D8 y XB2202/A4 se expresaron por separado como anticuerpos IgG1 heterotetraméricos
de longitud completa en células 293T y se purificaron. Las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesada y
ligera de los anticuerpos IgG1 XB1511/D8 y XB2202/A4 se exponen en la tabla 7, en este documento.

Los sobrenadantes del cultivo celular se obtuvieron por filtracion y los anticuerpos expresados se purificaron usando
un esquema de purificacién de dos etapas. Especificamente, se realizo la purificacion por afinidad de proteina A, con
elucién unida a anticuerpo a pH 3.5. El pH del eluato de proteina A se ajusté a pH 7 usando Tris 1 M, y se purificd
adicionalmente por cromatografia de intercambio i6nico usando una columna HiTrap Q XL (GE Healthcare). El
anticuerpo purificado se almacené en PBS a pH 7.

Tabla 7. Secuencias de aminoacidos de los pares VH/VL XB1511/D8 y XB2202/A4 formateados como anticuerpos
de IgG1 heterotetraméricos de longitud completa

Cadena de Secuencia de aminoacidos (secuencias de sefial subrayadas) SEQ ID NO.
anticuerpos

XB1511 IgG1 GWSLILLFLVAVATRVLEQVQLVQSGAEVEKPGSSVKVSCKASGETFSSYALS
WVRQAPGOCGLEWMGGIIPIFGTANYAQKFOQGRVTITADESTSTAYMELSSLES
EDTAVYYCATHGGDRSYWGOGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAARL
GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSCLYSLESVVTVESSSLGT
QTYICHNVNHKPSNTKVDRKEVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPEPK
DTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVEKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVEVLTVLHOQDWLNGREYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
RDELTENQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLY
SELTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTORKSLSLSPGK

505

D8 Ckappa DPQVQITSFLLISASVIMSRGEIVMTQSPGTLTLSPGEGATLSCRASQSVTSN
YLAWYQORPGOAPRLLIYDASNRATGIPDRFSGSGFGTDFTLTISRLEPEDFA
VYYCQQYVNSRTFGOUGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTKVEIKRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWEVDNALOSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLEKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

506

XB2202 1gG1 GWSLILLFLVAVATRVLSQVOLVQSGAEVKKPGSSVRVSCKASGGTFSRHATLS
WVRQAPGQCGLEWIGGILPILETPNYAQRFQGRVIINADESTSTVYMEMSSLRS
EDTAVYYCATHGGDREYWGOGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGETARL
GCLVEKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSYVTVPESSSLGT
QTYICNVNHKPSNTKVDKEKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVEFNWYVDGVEVENAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLIVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTERTISKAKGQPREPQVYTLPPS
RDELTENQVBLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDESRWOQGNVFSCSVMHEALENHY TOKSLSLSPGK

507

A4 Ckappa DFQVQIISFLLISASVIMERGDVVMTQSPSSLSASVGDRVTITCOASQDISNW
LNWYQOQRPGKAPKLLIYEASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLOQPEDIAT
YYCOQYNNVLRTFGOQGTEVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTKVEIKRTVA
APSVFIFPPSDECLESGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYERHKVYACEVTHQGLSSPVIKS FNRGEC

508

El nivel de expresion de anticuerpos y la concentracion de anticuerpos después de cada etapa de purificacion se
determinaron midiendo el Az de la solucién de anticuerpos. La pureza y la calidad de los anticuerpos purificados se
determinaron mediante cromatografia liquida de alto rendimiento por exclusion de tamafio (SEC-HPLC). Los
resultados de estos experimentos se exponen en la tabla 8, en este documento. Estos datos muestran que cuando
los pares VH/VL XB1511/D8 y XB2202/A4 se formatean como anticuerpos IgG1 heterotetraméricos de longitud
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completa, los anticuerpos resultantes son altamente fabricables ya que se expresan en niveles altos, se purifican

facilmente a una alta pureza, y exhibir poca agregacion.

Tabla 8. Analisis de expresion y purificacion de anticuerpos IgG1 XB1511/D8 y XB2202/A4.

Anticuerpo | Volumen Nivel de Cantidad de | Cantidad de % de % de % de

de expresion anticuerpo anticuerpo recuperacion | pureza del | agregados

cultivo del después de la | después de la | del anticuerpo anticuerpo de

anticuerpo | purificacion | purificacién de | después de la anticuerpos
de proteina A | intercambio | purificacion en
i6nico 2 etapas

XB1511/D8 2.0L 24mg/L 46mg 44mg 97.8% 95.8% 2.4%
IgG1
IgG1 1.4L 47mg/L 62mg 54mg 87% 96.9% 2.5%
XB2202/A4

Los anticuerpos de IgG1 XB1511/D8 y XB2202/A4 purificados se analizaron adicionalmente para determinar su
capacidad de concentracion. Especificamente, las soluciones de cada anticuerpo se concentraron a 50 mg/ml
usando columnas de centrifugacion de ultrafiltracion Centricon con limites de corte de 10 kDa y 30 kDa. La
integridad de la solucién concentrada se analizé por SEC-HPLC. A partir de este analisis, se determiné que la
solucion de 50 mg/ml de IgG1 XB1511/D8 tenia una pureza de aproximadamente el 96% y contenia
aproximadamente el 2.4% de agregados de anticuerpos, mientras que la solucién de 50 mg/ml de IgG1 XB2202/A4
tenia una pureza de aproximadamente 97.8 % y contenia aproximadamente 2.2% de agregados de anticuerpos.
Estos datos demuestran que los anticuerpos IgG1 XB1511/D8 y XB2202/A4 son altamente estables en una solucion
concentrada.

Ejemplo 10. Termoestabilidad de los anticuerpos IgG1 XB1511/D8 y XB2202/A4

La termoestabilidad de los anticuerpos de IgG1XB1511/D8 y XB2202/A4 se determind usando un ensayo en base a
fluorescencia. Especificamente, se mezclaron 5 mg/ml de IgG1 XB1511/D8 purificado, IgG1 XB2202/A4 o control de
IgG1 humana con colorante naranja Sypro (Sigma) y la temperatura de la mezcla aumentd en incrementos de 1
grado de 25 °C a 95 °C. El colorante naranja Sypro se incorpora a la IgG cuando aumenta la temperatura y se
desarrolla la IgG. La sefial fluorescente producida por la asociacion del colorante naranja Sypro con las IgG se
controlé usando un instrumento BioRad CFX96. En este ensayo, la regresion negativa de la sefial naranja Sypro se
uso para identificar el punto de fusién maximo (esto es, Trm) para cada proteina.

A partir de este analisis, se determiné que XB1511/D8 y XB2202/A4 tienen temperaturas de fusion (Tn,) de 67 °C a
70 °C, respectivamente. Esto se comparé bien con el anticuerpo de control IgG1 humano que exhibié una T, de 72
°C. Estos datos demuestran que VH y los pares VH/VL de la invencion se pueden formatear en moléculas de IgG de
longitud completa altamente termoestables.

Ejemplo 11. Afinidades de union de los anticuerpos VH XB2202, scFv e IgG1 a humanos

La cinética de unién del dominio VH XB2202, XB2202/A4 scFv e IgG1 XB2202/A4 a PDFGR humana se determiné
usando resonancia de plasmoén superficial en un Biacore T100. En resumen, la proteina de fusién quimérica
recombinante humana PDGFR-hlgG1-Fc (R&D, # 385-PR-100/CF) se inmovilizé en un chip sensor Series CM5 junto
con el anticuerpo monoclonal anti-higG1 Fc (para los ensayos VH y ScFv) o anticuerpo anti-6His (para el ensayo de
IgG). El dominio VH XB2202, XB2202/A4 scFv e IgG1 XB2202/A4 se hicieron volar sobre la superficie a 50 o 100
ul/min durante 3 minutos a diferentes concentraciones (75, 50, 25, 10, 5y 1 nM) y se les permitié disociarse durante
10 minutos. Los datos se analizaron usando el software de analisis Biacore T100 usando un modelo 1: 1. Se verificd
el transporte de masas y se evitd para permitir mediciones precisas. Todos los datos tuvieron doble referencia de
acuerdo con el protocolo estandar Biacore.

La cinética de unién del dominio VH XB2202, los anticuerpos XB2202/A4 scFv e IgG1 XB2202/A4 al PDGFRf
humano se muestra en la tabla 9, en este documento. Estos datos muestran que el dominio VH XB2202, XB2202/A4
scFv e IgG1 XB2202/A4 tienen cada uno una alta afinidad de unién por PDGFRR. Es de particular importancia que
XB2202/A4 scFv e IgG1 XB2202/A4 exhiben una tasa de disociacion mejorada (1.54x10° s' y 1.56x1073 s,
respectivamente) en comparacion con la del dominio VH XB2202 no emparejado solo (2.95x103 s™).

Tabla 9. Cinética de union del dominio VH XB2202, XB2202/A4 scFv e IgG1 XB2202/A4 a PDGFRB humano
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Anticuerpo | tasa de asociacion (M-1s-1) | tasa de disociacion (s-1)|  Kd (M)

VH XB2202 1.30x107 2.95x10-3 2.27x10-10
XB2202/A4 ScFv 7.06x10% 1.54x10-3 2.18x10-9
lgG1 XB2202/A4 9.80x10° 1.56x10-3 1.59x10-9

Ejemplo 12. Andlisis funcional de anticuerpos anti-PDGFR[ usando modelos de ratén in vivo

La capacidad de los anticuerpos anti-PDGFR descritos en este documento para inhibir la vascularizacion inducida
por PDGF in vivo se evalia usando el modelo de vasculatura de la retina en desarrollo, el modelo de
neovascularizacion corneal y/o el modelo de neovascularizacion coroidea descrito en Nobuo et al. Am. J. Path,
(2006) 168(6), 2036-2052. En estos ensayos, los anticuerpos se administran a ratones como dominios VH, scFv y/o
IgG de longitud completa.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de unién aislado que consiste en un dominio variable pesado (VH) que se une especificamente a
PDGFRB, en el que el dominio VH comprende secuencias de aminoacidos CDR3, CDR2 y CDR1, en el que

(i) la CDR3 comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 1, la CDR2 comprende una
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 3, y la CDR1 comprende la secuencia de aminoacidos expuesta
en SEQ ID NO: 35y en el que el dominio VH comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NOs: 321-324, o

(ii) la CDR3 comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 1, la CDR2 comprende una
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 25, y la CDR1 comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 46 y en el que el dominio VH comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NOs: 345 y 360,

y en el que el polipéptido de unién aislado se une al PDGFRpB con un Kd de menos de 250 pM medido por
resonancia de plasmon superficial, preferiblemente con un Kd de menos de 100 pM medido por resonancia de
plasmon superficial.

2. El polipéptido de unién de la reivindicacion 1, que inhibe la actividad de PDGFRp, en el que, preferiblemente, la
actividad de PDGFRp se inhibe antagonizando la uniéon de PDGF a PDGFRp, o la actividad de PDGFR} se inhibe
antagonizando la dimerizacion de PDGFR}.

3. El polipéptido de unién de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que tiene una o mas de las siguientes
caracteristicas:

se une a PDGFRp con una tasa de disociacion de menos de 103 s™';

se une especificamente a PDGFRP de ratéon y humano;

antagoniza la unién de PDGF al PDGFRp con una IC50 de menos de 5 nM;

inhibe la fosforilacion de tirosina inducida por ligando de PDGFRf con una IC50 de menos de 4 nM;
inhibe la migracion del pericito retiniano con una IC50 de menos de 6 nM;

consiste en un dominio VH con una temperatura de fusién (Tm) de al menos 68 °C.

4. Un acido nucleico aislado que codifica el dominio VH aislado de cualquiera de las reivindicaciones anteriores.
5. Un vector de expresion recombinante que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 4.

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

7. Un método de produccion de un polipéptido de unidon que se une especificamente al PDGFR}

humano, que comprende cultivar la célula huésped de la reivindicacién 6 en condiciones tales que un
polipéptido de unién que se une especificamente al PDGFRB humano es producido por la célula huésped.

8. Una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido de unién de una cualquiera de las reivindicaciones
1-3 y uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables.

9. Una composicién farmacéutica de la reivindicacién 8 para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad
o trastorno, preferiblemente una enfermedad o trastorno asociado con PDGFRp, en el que, preferiblemente, la
enfermedad o trastorno es degeneracion macular relacionada con la edad (AMD) o cancer.
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