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DESCRIPCION

Anticuerpos anti-integrina dual, composiciones, métodos y usos.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a anticuerpos, incluyendo porciones especificadas, especificos para la proteina
integrina dual alfa-v-beta3 y alfa-v-beta5, asi como los 4cidos nucleicos que codifican tales anticuerpos anti-integrina
dual, los vectores, las células anfitrionas, y los métodos de elaboracién y sus usos, incluidas las formulaciones y
dispositivos terapéuticos.

Técnica relacionada

En la actualidad existen pruebas considerables de que el crecimiento tumoral progresivo depende de la angiogé-
nesis, la formacién de nuevos vasos sanguineos, para proporcionar a los tumores nutrientes y oxigeno, para eliminar
productos de desecho y para actuar como conductos de la metastasis de las células tumorales a sitios distantes (Gastl
et al. Oncol. 54:177-184). Estudios recientes han definido adicionalmente el papel de las integrinas en el proceso an-
giogénico. Las integrinas son proteinas transmembrana heterodiméricas que juegan papeles criticos en la adherencia
celular a la matriz extracelular (MEC), que, a su vez, media la supervivencia, la proliferacion y la migracién celular
a través de la sefializacidn intracelular. Durante la angiogénesis, varias integrinas que se expresan en la superficie de
las células endoteliales activadas regulan interacciones de adherencia criticas con una variedad de proteinas de MEC
para regular distintos eventos biolégicos tales como la migracion, la proliferacién y la diferenciacion celular. Especi-
ficamente, se ha demostrado que las integrinas estrechamente relacionadas pero distintas aVb3 y aVb5 median rutas
independientes en el proceso angiogénico. Un anticuerpo generado contra aVB3 bloqued la angiogénesis inducida
por el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF), mientras que un anticuerpo especifico contra @ Vg5 inhibié
la angiogénesis inducida por el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) (Eliceiri, et al., J. Clin. Invest.103:
1227-1230 (1999); Friedlander et al., Science 270: 1500-1502 (1995)).

Los anticuerpos policlonales (por ejemplo, anti-sueros) y/o monoclonales, quiméricos, de mamiferos no huma-
nos, (Acm) y sus fragmentos (por ejemplo, sus productos de digestion proteolitica o proteinas de fusién) son agentes
terapéuticos potenciales que estan siendo investigados en algunos casos para intentar el tratamiento de ciertas enferme-
dades. Sin embargo, tales anticuerpos o fragmentos pueden provocar una respuesta inmunitaria cuando se administran
a seres humanos. Tal respuesta inmunitaria puede dar lugar a un aclaramiento mediado por el complejo inmunitario de
los anticuerpos o fragmentos de la circulacion, y hacer la administracién repetida no apta para la terapia, reduciendo
asi el beneficio terapéutico para el paciente y limitando la readministracién del anticuerpo o fragmento. Por ejemplo,
la administracién repetida de anticuerpos o fragmentos que comprenden porciones no humanas puede conducir a en-
fermedad del suero y/o anafilaxis. Con el fin de evitar estos y otros problemas, se han adoptado una serie de enfoques
para reducir la inmunogenicidad de estos anticuerpos y sus porciones, incluyendo la quimerizacién y la humaniza-
cidén, también conocidas en la técnica. Estos y otros enfoques, sin embargo, todavia pueden dar lugar a anticuerpos o
fragmentos con alguna inmunogenicidad, baja afinidad, baja avidez, o con problemas en el cultivo celular, el aumento
a escala, la produccion y/o los bajos rendimientos. Por lo tanto, tales anticuerpos o fragmentos puede ser menores que
los adecuados idealmente para la fabricacién o utilizacién como proteinas terapéuticas.

En consecuencia, existe la necesidad de proporcionar anticuerpos o fragmentos anti-integrina dual que superen uno
mds de estos problemas, asi como las mejoras sobre los anticuerpos conocidos o sus fragmentos.

El documento WO 00/31248 describe anticuerpos disefiados mediante ingenieria genética o monoclonales re-
combinantes humanizados y otros, para receptores de integrina heterodiméricos que contienen la subunidad Alfa V
humana. Se supone que tales anticuerpos son ttiles para el tratamiento terapéutico y/o profilactico de enfermedades
mediadas por estos receptores, tales como el cancer.

Lehmann et al. (1994) Cancer Res. 54(8): 2102-7 describe un anticuerpo monoclonal denominado 69-6-5 originado
contra células HT29 de carcinoma de colon humano viables completas. Se supone que el anticuerpo reacciona con
varias integrinas Alfa V e interfiere eficazmente en las funciones de adherencia de al menos Alfa V Beta 5y Alfa V
Beta 6.

Mitjans et al. (1995) J Cell Sci. 108(Pt 8): 2825-38 describe una serie de anticuerpos monoclonales de murido
originados contra la integrina Alfa V Beta 3 humana purificada y células de melanoma humano M21. Se supone que
un anticuerpo, 17E6, perturba la unién celular mediada por integrinas Alfa V, e inhibe la unién celular a ligandos Alfa
V de vitronectina y fibronectina.

Resumen de la invencion

La presente invencién proporciona anticuerpos anti-integrina dual humanos aislados y sus porciones especifica-
das, asi como composiciones de anticuerpo anti-integrina dual, dcidos nucleicos que los codifican, vectores, células
anfitrionas, composiciones, formulaciones, dispositivos, animales transgénicos no humanos, plantas transgénicas, y
métodos de elaboracion y sus usos, tal como se describe y se posibilita en la presente memoria, combinado con lo que
se conoce en la técnica.
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En particular, la presente invencién proporciona el anticuerpo o su fragmento de las reivindicaciones 1-10.

La presente invencién también proporciona la composicién de las reivindicaciones 11-12, el 4cido nucleico de
las reivindicaciones 13-15, la célula anfitriona de las reivindicaciones 16-17, el método de la reivindicacién 18, el
animal de la reivindicacion 19; el uso de las reivindicaciones 20-27 y 14-25, el medicamento de la reivindicacién 23,
el articulo de las reivindicaciones 26-27, el dispositivo de la reivindicacion 28, el animal o vegetal de la reivindicacién
de 29 y el método de la reivindicacién 30.

La secuencia de aminodcidos del anticuerpo puede comprender opcionalmente al menos una sustitucién insercion
o delecion especificadas tal como se describe en la presente memoria o como se conoce en la técnica.

La presente memoria también describe al menos un anticuerpo anti-integrina dual aislado como se describe a
continuacién, donde el anticuerpo tiene al menos una actividad, tal como, pero no limitada a la inhibicién de la unién
a vitronectina, la inhibicién de la unién de alfa-v beta-3 a al menos uno de un ligando o receptor de alfa-v beta-3, la
inhibicién de la unién de alfa-v-beta-5 a al menos uno de un ligando o receptor de alfa-v beta-5, la modulacién de la
angiogénesis, la unién a células que expresan una integrina dual o una integrina sencilla. De ese modo se puede escrutar
un anticuerpo anti-integrina dual en busca de la actividad correspondiente de acuerdo con los métodos conocidos, tales
como, pero no limitados a; al menos una actividad biolégica hacia una proteina integrina dual.

La presente memoria describe en un aspecto, moléculas de dcido nucleico aisladas que comprenden, un polinucle6-
tido de codifica al menos un anticuerpo anti-idiotipo de integrina dual complementario o hibridante, que comprende al
menos una secuencia especificada, dominio, porcidn o variante de la misma. La especificacion descrita adicionalmente
proporciona vectores recombinantes que comprenden dicho anticuerpo anti-idiotipo de integrina dual que codifica las
moléculas de acido nucleico, las células anfitrionas que contienen tales 4cidos nucleicos y/o los vectores recombinan-
tes, asi como los métodos de fabricacidn y/o uso de tales dcidos nucleicos del anticuerpo anti-idiotipo, vectores y/o
células anfitrionas.

La presente memoria describe al menos un método para expresar al menos un anticuerpo anti-integrina dual o un
anticuerpo anti-idiotipo de integrina dual, en una célula anfitriona, que comprende cultivar una célula anfitriona, como
se ha descrito en la presente memoria en condiciones en las que al menos un anticuerpo anti-integrina dual se expresa
en condiciones detectables y/o recuperables.

La presente invencidn también proporciona al menos una composicién que comprende (a) un anticuerpo aislado co-
mo se describe en la presente memoria, y (b) un portador o diluyente adecuados. El portador o diluyente opcionalmente
pueden ser farmacéuticamente aceptables, de acuerdo con los portadores o diluyentes conocidos. Opcionalmente la
composicién puede comprender adicionalmente al menos un compuesto, proteina o composicion adicionales.

En la presente memoria se describe adicionalmente al menos un método o composicién de anticuerpos anti-inte-
grina dual, para la administracidn de una cantidad terapéuticamente eficaz para modular o tratar al menos una afeccién
relacionada con una integrina dual en una célula, tejido, érgano, animal o paciente y/o, antes, después, o durante una
afeccion relacionada, como se conoce en la técnica y/o como se describe en la presente memoria.

La presente memoria describe adicionalmente al menos una composicidn, dispositivo y/o método de liberacion de
una cantidad terapéuticamente o profildcticamente eficaz de al menos un anticuerpo anti-integrina dual, de acuerdo
con la presente invencion.

La presente memoria describe adicionalmente al menos un método o composicién de anticuerpos anti-integrina
dual, para el diagndstico de al menos una afeccién relacionada con la integrina dual en una célula, tejido, 6rgano,
animal o paciente y/o, antes, después, o durante una afeccion relacionada, como se conoce en la técnica y/o como se
describe en la presente memoria.

La presente memoria describe adicionalmente al menos una composicién, dispositivo y/o método de liberacion
para el diagnéstico de al menos un anticuerpo anti-integrina dual, de acuerdo con la presente invencién.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra un grafico de diluciones a la mitad de anticuerpos monoclonales (Acm) anti-a V33 incubados
en placas recubiertas con @ V3 durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron dos veces y se sondearon
con anticuerpo especifico anti-kappa IgG humana de cabra marcada con HRP durante 1 hora a temperatura ambiente.
Las placas se lavaron de nuevo, se desarrollaron con el sustrato OPD y se midi6 la DO a 490 nm.

La Figura 2 muestra un gréfico de células M21 marcadas con calceina preincubadas con muestras de anticuerpos
en ausencia o presencia de P1F6, ascitis anti-a V35 durante 30 minutos, después se afiadieron a placas recubiertas con
vitronectina durante 45 minutos. Las células M21 no unidas se separaron con dos lavados de 150 pL/pocillo con HBSS
con calcio. La placa se ley6 en un fluorémetro a 485-538 nm.

La Figura 3 muestra un gréafico de la adherencia celular donde las células MDAM®8435L2 se cosecharon y pre-
incubaron con diferentes concentraciones de GenO95 durante 10 minutos. Después se afiadieron células tumorales a
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placas Linbro recubiertas con vitronectina y se incubaron a 37°C durante una hora. Los pocillos se lavaron tres veces
y se afiadi6 colorante Cell Titer AQ basado en MTT a cada pocillo. La adherencia celular se determiné en un lector de
placas ELISA donde la DO490 nm es directamente proporcional a la adherencia celular. La adherencia celular a los
pocillos recubiertos con BSA sirvié como control negativo (datos no mostrados). Cada dato puntual es la media de las
determinaciones por triplicado.

Las Figuras 4A-D muestran los graficos de unién del anticuerpo a VB3 donde este ligando se preincubd en
diluciones a la mitad partiendo de 10 pug/mL con EDTA 50 mM en USA-HBSS al 1% (en ausencia de Ca**) o con
BSA-HBSS al 1% (con Ca**) durante 30 minutos, 37°C. Las mezclas se afiadieron a las placas recubiertas con IgG
CNTO 95, C372, ¢7E3 0 LM609 y se incubaron durante 1 hora, 37°C. LM609 o CNTO 95 se afiadieron a 20 pug/mL en
tampdn adecuado (+/- Ca**) durante 30 min, 37°C. Las placas se sondearon con Fc de cabra anti-IgG de ratén, HRP o
Fc de cabra anti-IgG humana, HRP.

Las Figuras 4E-G muestran graficos de la unién de anticuerpos a un @ V35, donde este ligando se preincub6 en
diluciones a la mitad partiendo de 10: g/mL con EDTA 50 mM en BSA-HBSS al 1% (en ausencia de Ca**) o con
BSA-HBSS al 1% (con Ca**) durante 30 min, 37°C. Las mezclas se afiadieron a las placas recubiertas con IgG CNTO
95, C372, c7TE3 y se incubaron durante 1 hora, 37°C. VNR139 se afiadié a 10 ug/mL en tampén adecuado (+/- Ca*™)
durante 30 min, 37°C. Las placas se sondearon con Fc de cabra anti-IgG de ratén, HRP.

La Figura SA-B muestra un grafico de la curva de saturacién de la unién de GenO.95 (Fig. 5A) y ReoPro (Fig. 5B)
en placas recubiertas con av33.

Figura 12. Inmunofluorescencia y citometria de flujo. El histograma de la izquierda representa la fluorescencia de
fondo en presencia de anticuerpos de isotipo coincidente. El histograma de la derecha indica una tincién positiva. A,
D, G, LM609 (AcM dirigidos a avf3, 10 ug/ml); B, E, H, PIF6 (AcM dirigidos a avB5, 10 ug/ml), y C, F, I, GenO95
(10 pg/ml).

Figura 13. Adherencia de HUVEC a placas recubiertas de proteinas de la matriz. El ensayo de adherencia se realiz6
como se describe en los Métodos del Ejemplo 5. La placa se ley6 en un fluorémetro a 485-538 nm. La adherencia
celular a los pocillos recubiertos con BSA sirvié como control negativo. En la Figura 13, el grado de adherencia
celular en presencia de diferentes concentraciones de anticuerpos se traz6 como el porcentaje de la adherencia celular
en ausencia de anticuerpo que se consideré como 100%. Cada dato puntual es la media de las determinaciones por
triplicado (+/- DT).

Figura 14. Adherencia de células de melanoma humano a placas recubiertas con proteinas de la matriz. El ensayo
de adherencia se realizé como se describe en Métodos. La adherencia celular a los pocillos recubiertos con BSA
sirvié como control negativo. En la Figura 14 el grado de adherencia celular en presencia de varias concentraciones de
anticuerpos se trazé como el porcentaje de adherencia celular en ausencia de anticuerpo que se consideré como 100%.
Cada dato puntual es la media de las determinaciones por triplicado (+/- DT).

Figura 15. Adherencia de células HT29 de carcinoma de colon humano a vitronectina. El ensayo de adherencia se
realizé como se describe en Métodos. La adherencia celular a los pocillos recubiertos con BSA sirvié como control
negativo. Los datos en la Figura 15 se trazan como el porcentaje de unién mixima (ausencia de anticuerpos), y son la
media de determinaciones por triplicado (+/- DT).

Figura 16A-D. Migraciéon de HUVEC hacia vitronectina de 2 pg/ml. El ensayo se realizé como se describe en
Meétodos y se permitié que las células migraran durante 6 h. Las fotomicrografias son campos (lentes de objetivo
10x) representativos de migracion celular en la Figura 16A, ausencia de anticuerpos, (16B), Gen095 (5 ug/ml), (16C),
Gen095 (40 ug/ml). La Figura 16D es la representacion grafica de la migracion celular en presencia de concentraciones
variables de GenO95. Los datos se normalizaron al porcentaje de control (sin anticuerpo) que se consideré como 100%,
y cada punto es la media de tres filtros Transwell (+/- DT).

Figura 17. Migracién de HUVEC hacia vitronectina de 2 pg/ml en presencia de anticuerpos contra avB3 y avf3s.
El ensayo de migracion se llevéd a cabo como se describe en Métodos, y se permitié que las células migraran durante
6 horas. LM609 y P1F6 son Acm dirigidos a @vS3 y avp5, respectivamente. Los datos mostrados en la Figura 17 se
normalizaron al porcentaje de control (sin anticuerpo) que se consideré como 100%, y cada barra es la media de tres
filtros Transwell (+/- DT). La BSA, la IgG de ratén y la IgG humana sirvieron como controles negativos. LM609-PIF6
representa una combinacién de ambos anticuerpos. Los anticuerpos y la BSA se utilizaron a una concentracién de 10
ug/ml.

Figura 18A-E. Migracién de HUVEC hacia FBS al 2%. Se permiti6 que el ensayo de migracién prosiguiera durante
4 hy los datos se capturaron como se describe en Métodos. La Figura 18(A) es una representacion grafica de la migra-
cion celular en presencia del LM609, P1F6, combinacion de LM609 + P1F6, anticuerpos de control de isotipo coinci-
dente (humanos y de ratén). Los anticuerpos y las proteinas se utilizaron a una concentracion de 10 ug/ml. La Figura
18(B) es una representacion grafica de la migracion celular en presencia de ReoPro y GenO95. Las fotomicrografias
son campos (lente del objetivo 10x) representativos de migracién celular en la Figura 18(C), ausencia de anticuer-
pos, Figura 18(D), GenO95 (5 ug/ml), y Figura 18(E), GenO95 (20 ug/ml). Los datos se normalizaron al porcentaje
de control (sin anticuerpo) que se consideré como 100%, y cada punto es la media de tres filtros Transwell (+/- DT).
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Figura 19A-E. Migracién de las células A375S.2 hacia FBS al 10%. Se permitié que el ensayo de migracién
prosiguiera durante 4 h y los datos fueron capturados como se describe en Métodos. Los anticuerpos fueron utilizados
a una concentracién de 10 pg/ml. La Figura 19(A) es una representacion grafica de la migracion celular en presencia
de concentraciones variables de GenO95. La Figura 19(B) es una representacion grafica de la migracién celular en
presencia de LM609, P1F6, combinacion de LM609 + P1F6, anticuerpos de control de isotipo coincidente (humanos
y de ratén). Los datos se normalizaron al porcentaje de control, que se consideré6 como 100%, y cada punto es la
media de tres filtros Transwell (+/- DT). Las fotomicrografias son campos (lente del objetivo 10x) representativos de
la migracion celular en la Figura 19(C), ausencia de anticuerpos, Figura 19 (D), GenO95 (5 pg/ml), y Figura 19 (E),
GenQ095 (20 pg/ml).

Figura 20A-E. Migracién de HUVEC hacia vitronectina en presencia de ofbFGF. Las partes inferiores de los
filtros de la cdmara de migracién se recubrieron con vitronectina de 2 pg/ml, y el ensayo se realiz6 como se describe
en Métodos. Se permitié que las células emigraran durante 6 h. En la Figura 20A-E, cada dato puntual es la media de
3 filtros Transwell (+/- DT). Figura 20 (A), bFGF, Figura 20(B), Gen095 (5 ug/ml), Figura 20(C), Gen095 (40 ug/ml),
Figura 20(D), sin bFGF. Figura 20(E), la inhibicién de la migracién de las células en presencia de varios anticuerpos
se muestra graficamente.

Figura 21A-D. Invasion de células A375S.2 a través de un gel de fibrina (5 mg/ml). Se permitié que el ensayo de
invasidn prosiguiera durante 24 h y los datos fueron capturados como se describe en Métodos. Las fotomicrografias
son campos (lente del objetivo 4x) representativos de invasion celular en la Figura 21(A) en ausencia de anticuerpos,
Figura 21(B) Gen095 (10 ug/ml), 1a Figura 21(C) y (D) son la representacion gréfica de la invasién celular en presencia
de Gen095, F(ab’), 10E5, LM609, P1F6, LM-P1F6 (LM609 + P1F6), IgG humanas y de ratén (H-IgG y M-IgG).
Griéfico de la Figura 21(D): La concentracién de todos los anticuerpos y las proteinas es de 10 ug/ml. Los datos se
normalizaron al porcentaje de control (sin anticuerpos) que se consideré como 100%, y cada punto es la media de tres
filtros Transwell (+/- DT).

Descripcion de la invencion

La presente invencién proporciona anticuerpos anti-integrina dual recombinantes y/o sintéticos aislados, asi como
composiciones y moléculas de dcido nucleico que los codifican que comprenden al menos un polinucleétido que
codifica al menos un anticuerpo anti-integrina dual de la invencién. La presente invencién incluye adicionalmente,
pero no estd limitada a, los métodos de elaboracién y usos de dichos dcidos nucleicos y anticuerpos, por ejemplo, en
composiciones, métodos y dispositivos diagndsticos y terapéuticos.

Segin se utiliza en la presente memoria, un “anticuerpo anti-integrina dual alfa-v-beta3, alfa-v-beta5”, “anticuerpo
anti-integrina dual”, “porcién de anticuerpo anti-integrina dual”, o “fragmento de anticuerpo anti-integrina dual” y/o
“variante de anticuerpo anti-integrina dual” y similares incluyen cualquier molécula que contenga la proteina o el
péptido que comprende al menos una porcién de una inmunoglobulina, tal como, pero no limitada a al menos una
region determinante de la complementariedad (CDR) de una cadena pesada o ligera o una de sus porciones de unién
al ligando, una regién variable de la cadena pesada o la cadena ligera, una regién constante de la cadena pesada o la
cadena ligera, una regién marco, o cualquiera de sus porciones, o al menos una porcién de un receptor de integrina dual
o proteina de unién, que se puedan incorporar a un anticuerpo de la presente memoria. Opcionalmente tal anticuerpo
afecta adicionalmente a un ligando especifico, tal como, pero no limitado a, los que tal anticuerpo modula, disminuye,
aumenta, suscita antagonismo, suscita agonismo, mitiga, alivia, bloquea, inhibe, anula y/o interfiere al menos una
actividad o unién de integrina dual, o una actividad o unién a los receptores de integrina dual, in vitro, in situ y/o in
vivo. A modo de ejemplo no limitante, un anticuerpo anti-integrina dual adecuado, porcién o variante especificadas
se pueden unir al menos a una integrina dual, o sus porciones, variantes o dominios especificados. Un anticuerpo
anti-integrina dual adecuado, porcién, o variante especificados también pueden afectar opcionalmente al menos a
una de las actividades o funciones de la integrina dual, tales como, pero no limitadas a, la sintesis de ARN, ADN o
proteinas, la liberacion de la integrina dual, la sefializacion del receptor de la integrina dual, la escision de la integrina
dual de la membrana, la actividad de la integrina dual, la produccién y/o la sintesis de la integrina dual. El término
“anticuerpo” tiene por objeto adicionalmente abarcar anticuerpos, fragmentos de la digestion, porciones especificadas
y sus variantes, incluyendo miméticos de anticuerpos o comprender porciones de anticuerpos que imitan la estructura
y/o la funcién de un anticuerpo o sus fragmentos o porciones especificadas, incluyendo anticuerpos de cadena sencilla
y sus fragmentos. Los fragmentos funcionales incluyen fragmentos de unién al antigeno que se unen a una integrina
dual de mamifero. Por ejemplo, fragmentos de anticuerpos capaces de unirse a la integrina dual o sus porciones,
incluyendo pero no limitados a fragmentos Fab (por ejemplo, mediante digestién con papaina), Fab’ (por ejemplo
mediante digestion con pepsina y reduccién parcial) y F(ab’), (por ejemplo, mediante digestiéon con pepsina), facb
(por ejemplo, mediante digestién con plasmina), pFc’ (por ejemplo, mediante digestion con pepsina o plasmina), Fd
(por ejemplo, mediante digestién con pepsina, reduccidn parcial y reagregacién), Fv o scFv (por ejemplo, mediante
técnicas de biologia molecular), (véase, por ejemplo, Colligan, Immunology, supra).

Estos fragmentos pueden ser producidos mediante digestion enzimdtica, técnicas sintéticas o recombinantes, como
se conoce en la técnica y/o como se describe en la presente memoria. Los anticuerpos también pueden producirse en
una variedad de formas truncadas utilizando genes de anticuerpos en los que se han introducido uno o més codones
de parada aguas arriba del sitio de parada natural. Por ejemplo, se puede disefiar un gen combinado que codifica una
porcién de la cadena pesada F(ab’), para que incluya secuencias de ADN que codifican el dominio CH; y/o la regién
bisagra de la cadena pesada. Las diferentes porciones de anticuerpos pueden unirse quimicamente mediante técnicas
convencionales, o pueden prepararse como una proteina contigua utilizando técnicas de ingenieria genética.
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Segtn se utiliza en la presente memoria, el término “anticuerpo humano” se refiere a un anticuerpo en el que
sustancialmente todas las partes de la proteina (por ejemplo, la CDR, el marco, los dominios C, Cy (por ejemplo,
Cyl, Cy2, Cy3), la bisagra, (Vi, Vy)) son sustancialmente no inmunogénicas en los seres humanos, sélo con cambios
o variaciones minimos en la secuencia. Del mismo modo, los anticuerpos designados de primates (monos, babuino,
chimpancé, etc.), roedores (raton, rata, conejo, cobaya, hamster, etc.) y otros mamiferos designan tales anticuerpos es-
pecificos de especie, sub-género, género, sub-familia, familia. Ademas, los anticuerpos quiméricos incluyen cualquier
combinacién de los anteriores. Tales cambios o variaciones opcionalmente y preferiblemente conservan o reducen
la inmunogenicidad en seres humanos u otras especies con respecto a los anticuerpos no modificados. Asi, un anti-
cuerpo humano es distinto de un anticuerpo quimérico o humanizado. Se sefiala que un anticuerpo humano puede
ser producido por un animal no humano o célula procariética o eucariética que sea capaz de expresar genes de in-
munoglobulinas humanas reordenados funcionalmente (por ejemplo, la cadena pesada y/o la cadena ligera). Ademas,
cuando un anticuerpo humano es un anticuerpo de cadena sencilla, éste puede comprender un péptido conector que
no se encuentra en los anticuerpos humanos nativos. Por ejemplo, un Fv puede comprender un péptido conector, tal
como de dos a aproximadamente ocho residuos de glicina o de otros residuos de aminodcidos, que conecta la regién
variable de la cadena pesada y la regidn variable de la cadena ligera. Se considera que estos péptidos conectores son
de origen humano.

También se pueden utilizar anticuerpos biespecificos, heteroespecificos, heteroconjugados o similares que son an-
ticuerpos monoclonales, preferiblemente humanos o humanizados, que tienen especificidades de unién para al menos
dos antigenos diferentes. En el presente caso, una de las especificidades de unién es para al menos una proteina integri-
na dual, la otra es para cualquier otro antigeno. Los métodos para producir anticuerpos biespecificos se conocen en la
técnica. Tradicionalmente, la produccién recombinante de anticuerpos biespecificos se basa en la expresioén simultdnea
de dos pares de cadenas pesadas-cadenas ligeras de inmunoglobulina, donde las dos cadenas pesadas tienen especifici-
dades diferentes (Milstein y Cuello, Naturaleza 305:537 (1983)). Debido a la diversidad arbitraria de cadenas pesadas
y ligeras de inmunoglobulina, estos hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de 10 moléculas de anti-
cuerpo diferentes, de las cuales s6lo una tiene la estructura biespecifica correcta. La purificacion de la molécula correc-
ta, que normalmente se realiza mediante etapas de cromatografia de afinidad, es bastante engorrosa, y los rendimientos
de producto son bajos. Se describen procedimientos similares, por ejemplo, en el documento WO 93/08829, las pa-
tentes de los Estados Unidos Nums., 6210668, 6193967, 6132992, 6106833, 6060285, 6037453, 6010902, 5989530,
5959084, 5959083, 5932448, 5833985, 5821333, 5807706, 5643759, 5601819, 5582996, 5496549, 4676980, el do-
cumento WO 91/00360, el documento WO 92/00373, el documento EP 03089, Traunecker et al., EMBO J. 10:3655
(1991), Suresh et al., Methods in Enzymology 121:210 (1986).

Los anticuerpos anti-integrina dual (también denominados anticuerpos contra integrina dual) de la presente in-
vencion, pueden estar caracterizados opcionalmente por su alta afinidad de unién a la integrina dual y opcionalmente
y preferiblemente tienen baja toxicidad. En particular, son ttiles un anticuerpo o un fragmento especificado de la
invencion, donde los componentes individuales, tales como la region variable, la regién constante y el marco, indivi-
dualmente y/o colectivamente, opcionalmente y preferiblemente poseen baja inmunogenicidad. Los anticuerpos que se
pueden utilizar se caracterizan opcionalmente por su capacidad para tratar pacientes durante periodos prolongados con
alivio de los sintomas medible y toxicidad baja y/o aceptable. La inmunogenicidad baja o aceptable y/o alta afinidad,
asi como otras propiedades adecuadas, pueden contribuir a los resultados terapéuticos alcanzados. “Baja inmunogeni-
cidad” se define en la presente memoria como el aumento significativo de las respuestas d¢ HAHA, HACA o HAMA
en menos aproximadamente 75%, o preferiblemente menos de aproximadamente 50% de los pacientes tratados y/o
aumento de titulos bajos en los pacientes tratados (menos de 300, preferiblemente menos de aproximadamente 100
medidos con un inmunoensayo enzimatico de doble antigeno) (Elliott ef al. Lancet 344:1125-1127 (1994)).

Utilidad

Los acidos nucleicos aislados de la presente invencidn se pueden utilizar para la produccion de al menos un anti-
cuerpo anti-integrina dual o variante especificada del mismo, que puede ser utilizado para medir o surtir efecto en una
célula, tejido, 6érgano o animal (incluidos mamiferos y seres humanos), para diagnosticar, verificar, modular, tratar,
aliviar, ayudar a prevenir la incidencia de, o reducir los sintomas de, al menos una afeccién por integrina dual, selec-
cionada entre, pero no limitadas a, al menos uno de trastornos o enfermedades inmunitarios, trastornos o enfermedades
cardiovasculares, trastornos o enfermedades infecciosos, malignos, y/o neurolégicos, u otra afeccidn relacionada con
la integrina dual conocida o especificada.

Este método puede comprender administrar una cantidad eficaz de una composicién o una composicién farma-
céutica que comprende al menos un anticuerpo anti-integrina dual a una célula, tejido, 6rgano, animal o paciente
que necesite dicha modulacién, tratamiento, alivio, prevencién o reduccion de los sintomas; efectos 0 mecanismos.
La cantidad eficaz puede comprender una cantidad de aproximadamente 0,001 a 500 mg/kg por administracién in-
dividual (por ejemplo, bolo), miiltiple o continua, o para lograr una concentracion en suero de 0,01-5.000 ug/ml de
concentracion en suero por administracién individual, multiple, o continua, o cualquier intervalo o valor efectivo en el
mismo, como se realiza y determina utilizando los métodos ya conocidos, como se describe en la presente memoria o
se conoce en las técnicas pertinentes.
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Citas

Todas las publicaciones o patentes citadas en la presente memoria muestran el estado de la técnica en el momento
de la presente invencion y/o proporcionan la descripcién y la habilitacion de la presente invencién. Las publicaciones
hacen referencia a cualquier publicacién cientifica o de patente, o cualquier otra informacion disponible en cualquier
formato de medio, incluyendo todos los formatos electrénicos o impresos registrados. Las siguientes referencias se
citan especificamente: Ausubel, et al., ed., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., NY,
NY (1987-2001); Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2* Edicién, Cold Spring Harbor, NY
(1989); Harlow and Lane, antibodies, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY (1989); Colligan, et al., eds.,
Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, Inc., NY (1994-2001); Colligan et al., Current Protocols in
Protein Science, John Wiley & Sons, NY, NY, (1997-2001).

Anticuerpos de la presente invencion

Al menos un anticuerpo anti-integrina dual de la presente invencién puede ser producido opcionalmente por una
linea celular, una linea celular mixta, una célula inmortalizada o un poblacién clonal de células inmortalizadas, como
es bien conocido en la técnica. Véase, por ejemplo, Ausubel, et al., ed., Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, Inc., NY, NY (1987-2001); Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2* Edicién,
Cold Spring Harbor, NY (1989); Harlow and Lane, antibodies, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY (1989);
Colligan, et al., eds., Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, Inc., NY (1994-2001); Colligan et al.,
Current Protocols in Protein Science, John Wiley & Sons, NY, NY, (1997-2001).

Los anticuerpos humanos que son especificos para las proteinas integrinas duales o sus fragmentos se pueden
originar contra un antigeno inmunogénico adecuado, tal como una proteina integrina aislada y/o dual o una de sus por-
ciones (incluyendo las moléculas sintéticas, tales como los péptidos sintéticos). Se pueden originar de un modo similar
otros anticuerpos de mamifero especificos o generales. La preparacién de antigenos inmunogénicos, y la produccién
de anticuerpos monoclonales se pueden realizar utilizando cualquier técnica adecuada.

En un enfoque, se produce un hibridoma por la fusién de una linea celular inmortal adecuada (por ejemplo, una
linea celular de mieloma tal como, pero no limitada a, Sp2/0, Sp2/0-AG14, NSO, NS1, NS2, AE-1, L.5, >243,
P3X63Ag8.653, Sp2 SA3, Sp2 MAI, Sp2 SS 1, Sp2 SAS, U937, MLA 144, ACT IV, MOLT4, DA-1, JURKAT,
WEHI, K-562, COS, RAJI, NIH 3T3, HL-60, MLA 144, NAMAIWA, NEURO 2A, o similar, o heteromielomas, sus
productos de fusion, o cualquier célula o célula de fusion derivada de alli, o cualquier otra linea celular adecuada como
se conoce en la técnica. Véase, por ejemplo, www.atcc.org, www.lifetech.com., y similares, con células productoras de
anticuerpo, tales como, pero no limitadas a, células de bazo, sangre periférica, ganglios linfaticos, amigdalas, u otras
células que contengan células inmunitarias o células B aisladas o clonadas, u otras células cualesquiera que expresen
secuencias constantes o variables de la cadena pesada o ligera o secuencias marco o secuencias CDR, en forma de
dcido nucleico endégeno o heter6logo, como ADN viral, bacteriano, algal, procaridtico, de anfibios, insectos, repti-
les, mamiferos, roedores, equino, de 6vido, caprino, ovino, de primate, eucariético, genémico, ADNc, ADNr, ADN o
ARN mitocondrial, ADN o ARN de cloroplasto, ARNhn, ARNm, ARNt, mono-, di- o tricatenario, hibridado, recom-
binante o endégeno, y similares o cualquiera de sus combinaciones. Véase, por ejemplo, Ausubel, supra, y Colligan,
Immunology, supra, capitulo 2.

Las células productoras de anticuerpos también se pueden obtener de la sangre periférica o, preferiblemente de
bazo o ganglios linfaticos, de seres humanos u otros animales adecuados que hayan sido inmunizados con el antigeno
de interés. También se puede utilizar cualquier otra célula anfitriona apropiada para expresar 4cido nucleico heterélogo
o endégeno que codifica un anticuerpo, un fragmento especificado o una de sus variantes, de la presente invencion.
Las células fusionadas (hibridomas) o las células recombinantes se pueden aislar utilizando condiciones de cultivo
selectivas u otros métodos adecuados conocidos, y clonar mediante dilucién limitante o clasificacion de células, u
otros métodos conocidos. Las células que producen anticuerpos con la especificidad deseada se pueden seleccionar
mediante un ensayo adecuado (por ejemplo, ELISA).

Se pueden utilizar otros métodos apropiados para la produccién o el aislamiento de anticuerpos de la especi-
ficidad requerida, incluyendo, pero no limitados a, los métodos que seleccionan anticuerpos recombinantes a par-
tir de una biblioteca de péptidos o proteinas (por ejemplo, pero no limitados a, un bacteriéfago, ribosoma, oli-
gonucledtido, ARN, ADNc, o similares, biblioteca de presentacion; por ejemplo, como la disponible de Cambrid-
ge antibody Technologies, Cambridgeshire, UK; MorphoSys, Martinsreid/Planegg, DE; Biovation, Aberdeen, Scot-
land, UK; Biolnvent, Lund, Sweden; Dyax Corp., Enzon, Affymax/Biosite; Xoma, Berkeley, CA; Ixsys. Véanse, por
ejemplo, los documentos EP 368.684, PCT/GB91/01134; PCT/GB92/01755; PCT/GB92/002240; PCT/GB92/00883;
PCT/GB93/00605; US 08/350260(5/12/94); PCT/GB94/01422; PCT/GB94/02662; PCT/GB97/01835; (CAT/MRC);
WO090/14443; W090/14424; W090/14430; PCT/US94/1234; W092/18619; W0O96/07754; (Scripps); EP 614 989
(MorphoSys); WQ095/16027 (Biolnvent); WO88/06630; WO090/3809 (Dyax); US 4.704.692 (Enzon);
PCT/US91/02989 (Affymax); W0O89/06283; EP 371 998; EP 550 400; (Xoma); EP 229 046; PCT/US91/07149
(Ixsys); o los péptidos o proteinas generados estocdsticamente - los documentos US 5723323, 5763192, 5814476,
5817483, 5824514, 5976862, WO 86/05803, EP 5590 689 (Ixsys, now Applied Molecular Evolution (AME)), o los
basados en la inmunizacién de animales transgénicos (por ejemplo, ratones SCID, Nguyen et al., Microbiol. Immunol.
41:901-907 (1997); Sandhu et al., Crit. Rev. Biotechnol. 16:95-118 (1996); Eren et al., Immunol. 93:154-161 (1998))
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que son capaces de producir un repertorio de anticuerpos humanos, como se conoce en la técnica y/o como se describe
en la presente memoria. Estas técnicas incluyen, pero no se limitan a, la presentacion en ribosomas (Hanes et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 94:4937-4942 (Mayo de 1997); Hanes et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95:14130-14135
(Nov. 1998)); tecnologias de produccién de anticuerpos de una sola célula (por ejemplo, el método de anticuerpos de
linfocitos seleccionados (“SLAM”) (Patente de los Estados Unidos Num. 5.627.052, Wen et al., J. Immunol. 17:887-
892 (1987); Babcook et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:7843-7848 (1996)); microgotas de gel y citometria de flujo
(Powell et al. Biotechnol. 8:333-337 (1990); Une Cell Systems, Cambridge, MA; Gray et al., J. Imm. Meth. 182:155-
163 (1995); Kenny et al., Bio/Technol. 13:787-790 (1995)); seleccién de células B (Steenbakkers et al. Molec. Biol.
Reports 19:125-134 (1994); Jonak et al., Progress Biotech, Vol. 5, In Vitro Immunization in Hybridoma Technology,
Borrebaeck, ed., Elsevier Science Publishers B.V., Amsterdam, Paises Bajos (1988)).

También se pueden utilizar métodos para disefiar o humanizar anticuerpos no humanos o humanos y son bien
conocidos en la técnica. Por lo general, un anticuerpo humanizado o disefiado tiene uno o mas residuos de aminodcidos
de una fuente que no es humana, por ejemplo, pero no limitada a ratones, ratas, conejos, primates no humanos y otros
mamiferos. Estos residuos de aminodcidos humanos son referidos a menudo como residuos “importados”, que se
toman tipicamente de un dominio variable, constante u otro “importado” de una secuencia humana conocida. Se
describen secuencias de Ig humanas conocidas, por ejemplo, en
www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi;
www.atcc.org/phage/hdb.html;
www.sciquest.com/;
www.abcam.com/;
www.antibodyresource.com/onlinecomp.html;
www.public.iastate.edu/-pedro/research_tools.html;
www.mgen.uniheidelberg.de/SD/IT/IT.html;
www.whfreeman.com/immunology/CHO05/kuby05.htm;
www.library.thinkquest.org/12429/Immune/Antibody.html;
www.hhmi.org/grants/lectures/1996/vlab/;
www.path.cam.ac.uk/-mrc7/mikeimages.html;
www.antibodyresource.com/;
mcb.harvard.edu/BioLinks/Immunology.html.www.immunologylink.com/;
pathbox.wustl.edu/-hcenter/index.html;
www.biotech.ufl.edu/~hcl/;
www.pebio.com/pa/340913/340913.html,;
www.nal.usda.gov/awic/pubs/antibody/;
www.m.ehime-u.ac.jp/-yasuhito/Elisa.html;
www.biodesign.com/table.asp;
www.icnet.uklaxp/facs/davies/links.html;
www.biotech.ufl.edu/-fccl/protocol.html;
www.isacnet.org/sites_geo.html;
aximtl.imt.uni-marburg.de/-rek/AEPStart.html;
baserv.uci.kun.nl/~jraats/links/links1.html;
www.recab.uni-hd.de/immuno.bme.nwu.edu/;
www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/public/INTRO.html;
www.ibt.unam.mx/vir/V_mice.html;
imgt.cnusc.fr:8104/;
www.biochem.ucl.ac.uk/~martin/abs/index.html;
antibody.bath.ac.uk/;
abgen.cvm.tamu.edu/lab/wwwabgen.html;
www.unizh.ch/~honegger/AHOseminar/SlideO1.html;
www.cryst.bbk.ac.uk/-ubcg07s/;
www.nimr.mrc.ac.uk/CC/ccaewg/ccaewg.htm;
www.path.cam.ac.uk/~mrc7/humanisation/TAHHP.html;
www.ibt.unam.mx/vir/structure/stat_aim.html;
www.biosci.missouri.edu/smithgp/index.html;
www.cryst.bioc.cam.ac.uk/-fmolina/Web-pages/Pept/spottech.html;
www.jerini.de/fr_products.htm;
www.patents.ibm.comlibm.htm]1.

Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S. Dept. Health (1983).

Estas secuencias importadas se pueden usar para reducir la inmunogenicidad o reducir, aumentar o modificar la
union, la afinidad, la asociacidn, la disociacidn, la avidez, la especificidad, la vida media, o cualquier otra caracte-
ristica adecuada, como se conoce en la técnica. En general, parte o la totalidad de las secuencias CDR no humanas
o humanas se mantienen mientras que las secuencias no-humanas de las regiones variables y constantes se reempla-
zan por aminodcidos humanos u otros. Los anticuerpos también se pueden humanizar opcionalmente con retencién
de alta afinidad para el antigeno y otras propiedades bioldgicas favorables. Para lograr este objetivo, se pueden pre-
parar opcionalmente anticuerpos humanizados mediante un procedimiento de andlisis de las secuencias parentales
y diferentes productos conceptuales humanizados utilizando modelos tridimensionales de las secuencias parentales
y humanizadas. Los modelos de inmunoglobulina tridimensionales estian disponibles habitualmente y son familiares
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para los expertos en la técnica. Estan disponibles programas de ordenador que ilustran y presentan estructuras confor-
macionales tridimensionales probables de secuencias de inmunoglobulina candidato seleccionadas. La inspeccidn de
estas visualizaciones permite analizar el posible papel de los residuos en el funcionamiento de la secuencia de inmuno-
globulina candidato, es decir, el andlisis de los residuos que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina candidato
para unirse a su antigeno. De esta manera, los residuos de FR pueden ser seleccionados y combinados a partir de las
secuencias consenso e importadas de modo que se logre la caracteristica de anticuerpo deseada, tal como el aumento
de afinidad hacia el antigeno o los antigenos diana. En general, los residuos de la CDR estdn implicados directamente
y muy sustancialmente para influir en la unién al antigeno. La humanizacién o el disefio de anticuerpos de la presente
invencion se puede realizar usando cualquier método conocido, tal como, pero no limitado a los descritos por, Winter
(Jones et al., Nature 321:522 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323 (1988); Verhoeyen et al., Science 239:1534
(1988)), Sims et al., J. Immunol. 151: 2296 (1993); Chothia and Lesk, J. Mol. Biol. 196:901 (1987), Carter et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89:4285 (1992); Presta et al., J. Immunol. 151:2623 (1993), las Patentes de los Estados Unidos
Nuiims.: 5723323, 5976862, 5824514, 5817483, 5814476, 5763192, 5723323, 5,766886, 5714352, 6204023, 6180370,
5693762, 5530101, 5585089, 5225539; 4816567, los documentos PCT/: US98/16280, US96/18978, US91/09630,
US91/05939, US94/01234, GB89/01334, GB91/01134, GB92/01755; W090/14443, W090/14424, W090/14430, EP
229246.

El anticuerpo anti-integrina dual también se puede generar opcionalmente mediante inmunizacién de un animal
transgénico (por ejemplo, raton, rata, hamster, primate no humano, y similares) capaz de producir un repertorio de
anticuerpos humanos, tal como se describe en la presente memoria y/o como se conoce en la técnica. Las células que
producen un anticuerpo anti-integrina dual humano puede ser aisladas de estos animales e inmortalizadas con métodos
adecuados, como los métodos descritos en la presente memoria.

Los ratones transgénicos que pueden producir un repertorio de anticuerpos humanos que se unen a antigenos huma-
nos pueden ser producidos mediante métodos conocidos (por ejemplo, pero no limitados a, las Patentes de los Estados
Unidos Nums.: 5.770.428, 5.569.825, 5.545.806, 5.625.126, 5.625.825, 5.633.425, 5.661.016 y 5.789.650 expedida
a Lonberg et al.; Jakobovits er al. documento WO 98/50433, Jakobovits et al. documento WO 98/24893, Lonberg
et al. documento WO 98/24884, Lonberg et al. documento WO 97/13852, Lonberg et al. documento WO 94/25585,
Kucherlapate et al. documento WO 96/34096, Kucherlapate et al. documento EP 0463 151 B1, Kucherlapate ez al.
documento EP 0710 719 Al, Surani et al. Patente de los Estados Unidos Nim. 5.545.807, Bruggemann et al. docu-
mento WO 90/04036, Bruggemann et al. documento EP 0438 474 B1, Lonberg et al. documento EP 0814 259 A2,
Lonberg et al. documento GB 2 272 440 A, Lonberg et al. Nature 368:856-859 (1994), Taylor et al. Int. Immunol. 6
(4)579-591 (1994), Green et al, Nature Genetics 7:13-21 (1994), Méndez et al. Nature Genetics 15:146-156 (1997),
Taylor et al., Nucleic Acids Research 20(23):6287-6295 (1992), Tuaillon et al., Proc Natl Acad Sci USA 90(8)3720-
3724 (1993), Lonberg et al. Immunol Rev Int 13(1):65-93 (1995) y Fishwald et al., Nat Biotechnol 14(7):845-851
(1996)). En general, estos ratones comprenden al menos un transgen que comprende ADN de al menos un locus de
inmunoglobulina humana que est4 reordenado funcionalmente, o que puede experimentar reordenamiento funcional.
Los loci de inmunoglobulina endégena en tales ratones se puede interrumpir o suprimir para eliminar la capacidad del
animal para producir anticuerpos codificados por los genes endégenos.

El escrutinio de anticuerpos en busca de unién especifica a proteinas o fragmentos similares se puede lograr con-
venientemente utilizando bibliotecas de presentaciéon de péptidos. Este método implica el escrutinio de grandes co-
lecciones de péptidos en busca de miembros individuales que tengan la funcién o la estructura deseada. El escrutinio
con anticuerpos de bibliotecas de presentacion de péptidos es bien conocido en la técnica. Las secuencias peptidicas
presentadas pueden tener de 3 a 5.000 aminodcidos o mds de longitud, con frecuencia 5 a 100 aminodcidos de lon-
gitud, y a menudo de aproximadamente 8 a 25 aminodcidos de longitud. Ademas de los métodos de sintesis quimica
directos para la generacion de bibliotecas de péptidos, se han descrito varios métodos de ADN recombinante. Un tipo
implica la presentacién de una secuencia del péptido en la superficie de un bacteriéfago o célula. Cada bacteriéfago
o célula contiene la secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia peptidica presentada concreta. Estos métodos
se describen en las Publicaciones de Patente PCT Nadms. 91/17271, 91/18980, 91/19818, Y 93/08278. Otros sistemas
para la generacién de bibliotecas de péptidos tienen aspectos tanto de la sintesis quimica in vitro como de los métodos
recombinantes. Véanse, las Publicaciones de Patente PCT Nuams. 92/05258, 92/14843, y 96/19256. Véanse también,
las Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.658.754; y 5.643.768. Las bibliotecas de presentacion de péptidos, los vec-
tores y los kits de escrutinio estdn disponibles en el mercado de proveedores tales como Invitrogen (Carlsbad, CA), y
Cambridge Antibody Technologies (Cambridgeshire, Reino Unido). Véanse, por ejemplo, las Patentes de los Estados
Unidos Nums. 4704692, 4939666, 4946778, 5260203, 5455030, 5518889, 5534621, 5656730, 5763733, 5767260,
5856456, cedidas a Enzon; 5223409, 5403484, 571698, 5837500, cedidas a Dyax, 5427908, 5580717, cedidas a
Affymax; 5885793, cedida a Cambridge antibody Technologies; 5750373, cedida a Genentech, 5618920, 5595898,
5576195, 5698435, 5693493, 5698417, cedidas a Xoma, Colligan, supra; Ausubel, supra; o Sambrook, supra.

Los anticuerpos de la presente invencién también se pueden preparar utilizando al menos un dcido nucleico que
codifica un anticuerpo anti-integrina dual para proporcionar animales o mamiferos transgénicos no humanos, tales
como cabras, vacas, caballos, ovejas, y similares, que producen tales anticuerpos en su leche. Estos animales se pueden
proporcionar utilizando métodos conocidos. Véanse, por ejemplo, pero no limitados a, las Patentes de los Estados
Unidos Nims. 5.827.690; 5.849.992; 4.873.316; 5.849.992; 5.994.616; 5.565.362; 5.304.489, y similares.

Los anticuerpos de la presente invencion se pueden preparar adicionalmente utilizando al menos un 4cido nucleico
que codifica un anticuerpo anti-integrina dual para proporcionar plantas transgénicas y células vegetales cultivadas
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(por ejemplo, pero no limitadas a tabaco y maiz) que producen tales anticuerpos, porciones o variantes especificadas
en las partes de la planta o en las células cultivadas de alli. A modo de ejemplo no limitante, las hojas de tabaco
transgénico que expresan proteinas recombinantes se han utilizado con éxito para proporcionar grandes cantidades
de proteinas recombinantes, por ejemplo, utilizando un promotor inducible. Véase, por ejemplo, Cramer et al. Curr.
Top. Microbol. Immunol. 240:95-118 (1999) y referencias alli citadas. Ademads, el maiz transgénico se ha utilizado
para expresar proteinas de mamifero a niveles de produccién comerciales, con actividades bioldgicas equivalentes a las
producidas en otros sistemas recombinantes o purificadas a partir de fuentes naturales. Véase, por ejemplo, Hood et al.,
Adv. Exp. Med. Biol. 464:127-147 (1999) y referencias alli citadas. También se han producido anticuerpos en grandes
cantidades a partir de semillas de plantas transgénicas incluyendo fragmentos de anticuerpos, tales como anticuerpos
de cadena sencilla (scFv), incluyendo semillas de tabaco y tubérculos de patata. Véase, por ejemplo, Conrad et al.,
de Mol. Biol. 38:101-109 (1998) y la referencia alli citada. Por lo tanto, los anticuerpos de la presente invencién
también pueden ser producidos a partir de plantas transgénicas, de acuerdo con métodos conocidos. Véase también,
por ejemplo, Fischer et al., Biotechnol. Appl. Biochem. 30:99-108 (Oct., 1999), Ma et al., Trends Biotechnol. 13:522-
7 (1995); Ma et al., Plant Physiol. 109:341-6 (1995); Whitelam ef al., Biochem. Soc. Trans. 22:940-944 (1994): y las
referencias allf citadas.

Los anticuerpos de la invencién se pueden unir a la integrina dual humana con una amplia gama de afinidades (Kp).
En una realizacién preferida, se puede unir opcionalmente al menos un Acm de la presente invencidén a una integrina
dual humana con alta afinidad. Por ejemplo, un Acm humano se puede unir a una integrina dual humana con una Kp
igual o inferior a aproximadamente 10~" M, tal como, pero no limitada a, 0,1 a 9,9 (o cualquier rango o valor de allf)
X 107,107%, 107, 107'°, 107!, 1072, 107" o de cualquier rango o valor de alli.

La afinidad o avidez de un anticuerpo por un antigeno puede determinarse experimentalmente utilizando cualquier
método adecuado. (Véanse, por ejemplo, Berzofsky, et al., “Antibody-Antigen Interactions,” In Fundamental Immu-
nology, Paul, W. E., Ed., Raven Press: New York, NY (1984); Kuby, Janis Immunology, W. H. Freeman and Company:
New York, NY (1992); y los métodos descritos en la presente memoria). La afinidad medida de una interaccién anti-
geno-anticuerpo particular puede variar si se mide en condiciones diferentes (por ejemplo, concentracién de sal, pH).
Por lo tanto, las mediciones de la afinidad y otros pardmetros de unién al antigeno (por ejemplo, Kp, Y,, K,) se rea-
lizan preferiblemente con soluciones normalizadas de anticuerpos y antigenos, y un tampén normalizado tal como el
tampon descrito en la presente memoria.

Moléculas de dcido nucleico

Con la informacién proporcionada en la presente memoria, tal como las secuencias de nucleétidos que codifican
al menos 100% de los aminoécidos contiguos de los SEQ ID NOS: 7 y 8, o un vector depositado que comprende al
menos una de estas secuencias, se puede obtener una molécula de 4cido nucleico de la presente invencién que codifica
al menos un anticuerpo anti-integrina dual utilizando los métodos descritos en la presente memoria o conocidos en la
técnica.

Las moléculas de dcido nucleico de la presente invencion puede estar en forma de ARN, tal como ARNm, ARNhn,
ARNTt o cualquier otra forma, o en forma de ADN, incluyendo, pero no limitado a, ADNc y ADN genémico obtenido
mediante clonacién o producido sintéticamente, o cualquiera de sus combinaciones. El ADN puede ser tricatenario,
bicatenario o monocatenario, o cualquiera de sus combinaciones. Cualquier porcién de al menos una cadena de ADN o
ARN puede ser la cadena codificante, también conocida como la cadena efectora, o puede ser la cadena no codificante,
también conocida como cadena anti-sentido.

Las moléculas de 4cido nucleico aisladas descritas en la presente memoria pueden incluir moléculas de dcido
nucleico que comprenden un marco de lectura abierto (ORF), opcionalmente con uno o mds intrones, por ejemplo,
pero no limitadas a, al menos una porcién especifica de al menos un CDR, como CDR1, CDR2 y/o CDR3 de al
menos una cadena pesada (por ejemplo, los SEQ ID NOS: 1-3) o una cadena ligera (por ejemplo los SEQ ID NOS:
4-6); moléculas de dcido nucleico que comprenden la secuencia que codifica un anticuerpo o regiéon variable anti-
integrina dual (por ejemplo, los SEQ ID NOS: 7,8), y moléculas de dcido nucleico que comprenden una secuencia de
nucledtidos sustancialmente diferente de las descritas antes, pero que, debido a la degeneracién del cédigo genético,
atn codifica al menos un anticuerpo anti-integrina dual como se describe en la presente memoria y/o como se conoce
en la técnica. Por supuesto, el codigo genético es bien conocido en la técnica. Por lo tanto, seria rutinario para un
experto en la técnica generar tales variantes de dcido nucleico degeneradas que codifican los anticuerpos anti-integrina
dual especificos de la presente invencién. Véase, por ejemplo, Ausubel, et al. supra. Los ejemplo no limitantes de
las moléculas de 4cido nucleico aisladas incluyen los SEQ ID NOS: 10, 11, 12, 13, 14, 15, correspondientes a los
ejemplos no limitantes de un 4cido nucleico que codifica, respectivamente, CDR1 de HC, CDR2 de HC, CDR3 de
HC, CDRI1 de LC, CDR2 de LC, CDR3 de LC, la regién variable de HC y la regién variable de LC.

Como se ha indicado en la presente memoria, las moléculas de dcido nucleico de la presente invencién que com-
prenden un 4cido nucleico que codifica un anticuerpo anti-integrina dual pueden incluir, pero no estdn limitadas a,
las que codifican la propia secuencia de aminodcidos de un fragmento de anticuerpo; la secuencia codificante del
anticuerpo completo o una porcién de la misma; la secuencia codificante de un anticuerpo, fragmento o porcién, asi
como secuencias adicionales, tales como la secuencia codificante de al menos una sefal lider o péptido de fusién, con
o sin las secuencias codificantes adicionales mencionadas anteriormente, por ejemplo al menos un intrén, junto con
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secuencias no codificantes, adicionales, incluyendo pero no limitadas a, secuencias 5’ y 3’ no codificantes, tales como
las secuencias transcritas, no traducidas que juegan un papel en la transcripcion, la maduracién del ARNm, incluyendo
las sefiales de empalme y poliadenilacién (por ejemplo - unién al ribosoma y estabilidad del ARNm); una secuencia
codificante adicional que codifica aminodcidos adicionales, como los que proporcionan funcionalidades adicionales.
Por lo tanto, la secuencia que codifica un anticuerpo se puede fusionar a una secuencia marcadora, tal como una se-
cuencia que codifica un péptido que facilita la purificacién del anticuerpo fusionado que comprende un fragmento o
porcién de anticuerpo.

Polinucledtidos que Hibridan Selectivamente con un Polinucledtido como el Descrito en la Presente Memoria

La presente memoria describe acidos nucleicos aislados que hibridan en condiciones de hibridacién selectiva con
un polinucledtido descrito en la presente memoria. Asi, los polinucledtidos se pueden utilizar para aislar, detectar, y/o
cuantificar dcidos nucleicos que comprenden tales polinucleétidos. Por ejemplo, los polinucledtidos se pueden utilizar
para identificar, aislar o amplificar clones parciales o completos en una biblioteca depositada. En algunos casos, los
polinucleétidos son secuencias genémicas o de ADNc aisladas, o complementarias de otro modo, a ADNc de una
biblioteca de dcido nucleico humano o de mamifero.

Preferiblemente, la biblioteca de ADNc comprende al menos 80% de secuencias completas, preferiblemente al
menos 85% o 90% de secuencias completas, y mds preferiblemente al menos 95% de secuencias completas. Las bi-
bliotecas de ADNc se pueden normalizar para aumentar la representacion de secuencias raras. Tipicamente, pero no
exclusivamente, se emplean condiciones de hibridacion poco o moderadamente restrictivas con secuencias que tie-
nen una identidad de secuencia reducida con respecto a las secuencias complementarias. Opcionalmente se pueden
emplear condiciones moderadamente y altamente restrictivas para las secuencias de mayor identidad. Las condicio-
nes poco restrictivas permiten la hibridacién selectiva de las secuencias que tienen una identidad de secuencia de
aproximadamente 70% y se pueden emplear para identificar secuencias ortélogas o paralogas.

Opcionalmente, los polinucledtidos codificaran al menos una porcién de un anticuerpo codificado por los polinu-
cleétidos descritos en la presente memoria. Los polinucleétidos abarcan secuencias de dcido nucleico que se pueden
emplear para la hibridacién selectiva con un polinucleétido que codifica un anticuerpo de la presente invencién. Véase,
por ejemplo, Ausubel, supra; Colligan, supra.

Construccion de los dcidos nucleicos

Los 4cidos nucleicos aislados de la presente invencion se pueden elaborar utilizando (a) métodos recombinantes,
(b) técnicas de sintesis, (c) técnicas de purificacion, o sus combinaciones, como es bien conocido en la técnica.

Los 4cidos nucleicos pueden comprender convenientemente secuencias ademds de un polinucleétido de la pre-
sente invencién. Por ejemplo, se puede insertar un sitio de clonacién multiple que comprende uno o mas sitios para
endonucleasas restriccion en el dcido nucleico para ayudar al aislamiento del polinucleétido. Ademads, se pueden in-
sertar secuencias traducibles para ayudar al aislamiento del polinucleétido traducido de la presente invencién. Por
ejemplo, una secuencia marcadora de hexa-histidina proporciona un medio conveniente para purificar las proteinas de
la presente invencién. El dcido nucleico de la presente invencién -excluyendo la secuencia codificante- es opcional-
mente un vector, un adaptador, o un conector para la clonacion y/o la expresién de un polinucleétido de la presente
invencion.

Se pueden afadir secuencias adicionales a tales secuencias de clonacién y/o expresion para optimizar su funcién
en la clonacién y/o expresion, para ayudar a aislar el polinucleétido, o para mejorar la introduccién del polinucleétido
en una célula. El uso de vectores de clonacion, vectores de expresion, adaptadores, y conectores es bien conocido en
la técnica. (Véase, por ejemplo, Ausubel, supra; o Sambrook, supra)

Métodos Recombinantes para Construir Acidos Nucleicos

Las composiciones de acidos nucleicos aislados de la invencidn, tales como ARN, ADN, ADN genémico, o cual-
quiera de sus combinaciones, se pueden obtener de fuentes bioldgicas utilizando cualquiera de las numerosas me-
todologias de clonacién conocidas por los expertos en la técnica. En algunas realizaciones, se utilizan sondas de
oligonucledtidos que hibridan selectivamente, en condiciones restrictivas, con los polinucleétidos de la presente in-
vencién para identificar la secuencia deseada en una biblioteca de ADNc o ADN gendmico. El aislamiento de ARN,
y la construccién de librerias de ADNc y gendmico, es bien conocido por los expertos normales en la técnica. (Véase,
por ejemplo, Ausubel, supra; o Sambrook, supra)
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Escrutinio de Acidos Nucleicos y Métodos de Aislamiento

Una biblioteca de ADNc o gendmico se puede escrutar utilizando una sonda basada en la secuencia de un po-
linucleédtido de la presente invencidn, tal como los descritos en la presente memoria. Las sondas se pueden utilizar
para su hibridacién con las secuencias de ADN gendémico o de ADNc para aislar genes homélogos en los mismos o
diferentes organismos. Los expertos en la técnica apreciardn que se pueden emplear diversos grados de restriccion de
la hibridacién en el ensayo; y pueden ser restrictivos la hibridacién o el medio de lavado. En cuanto a las condiciones
para que la hibridacién se vuelva mas restrictiva, debe haber un mayor grado de complementariedad entre la sonda y
la diana para que se produzca la formacién del daplex. El grado de restriccion puede ser controlado por uno o mas de
la temperatura, la fuerza i6nica, el pH y la presencia de un disolvente parcialmente desnaturalizante tal como la forma-
mida. Por ejemplo, la restriccion de la hibridacién se varia convenientemente cambiando la polaridad de la solucién
de reaccionante a través, por ejemplo, de la manipulacién de la concentracién de formamida en el intervalo de 0% a
50%. El grado de complementariedad (identidad de secuencia) necesario para una unién detectable variard de acuerdo
con la restriccién del medio de hibridacién y/o el medio de lavado. El grado de complementariedad serd 6ptimamente
de 100%, o 70-100%, o cualquier intervalo o valor de alli. Sin embargo, debe entenderse que las variaciones de menor
importancia en la secuencia de sondas y cebadores puede ser compensada por la reduccién de la restriccion de la
hibridacién y/o del medio de lavado.

Los métodos de amplificacién del ARN o ADN son bien conocidos en la técnica y se pueden utilizar de acuerdo
con la presente invencién sin experimentacion indebida, basdndose en la ensefianza y los consejos presentados en la
presente memoria.

Los métodos conocidos de amplificacién de ADN o ARN incluyen, pero estan limitados a, la reaccién en cadena
de polimerasa (PCR) y los procesos de amplificacion relacionados (véanse, por ejemplo, las Patentes de los Estados
Unidos Nums. 4.683.195, 4.683.202, 4.800.159, 4.965.188, de Mullis et al.; 4.795.699 y 4.921.794 de Tabor, et al;
5.142.033 de Innis; 5.122.464 de Wilson, et al.; 5.091.310 de Innis; 5.066.584 de Gyllensten, et al; 4.889.818 de
Gelfand, et al; 4.994.370 de Silver, et al; 4.766.067 de Biswas; 4.656.134 de Ringold) y la amplificaciéon mediada
por ARN que utiliza ARN anti-sentido para la secuencia diana como un molde para la sintesis de ADN bicatenario
(Patente de los estados Unidos Num. 5.130.238 de Malek, et al, con el nombre comercial NASBA), (Véase, por
ejemplo, Ausubel, supra; o Sambrook, supra.)

Por ejemplo, se puede utilizar tecnologia de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar las se-
cuencias de polinucleétidos de la presente invencion y los genes relacionados directamente a partir de bibliotecas de
ADN genémico o ADNc. La PCR y otros métodos de amplificacion in vitro también pueden ser utiles, por ejemplo,
para clonar secuencias de dcido nucleico que codifican las proteinas que se van a expresar, para elaborar dcidos nuclei-
cos para utilizarlos como sondas para detectar la presencia del ARNm deseado en las muestras, para la secuenciacién
de 4cido nucleico, o para otros fines. Los ejemplos de las técnicas suficientes para dirigir a los expertos en la técnica
a través de métodos de amplificacion in vitro se encuentran en Berger, supra, Sambrook, supra, y Ausubel, supra, asi
como en Mullis, et al., Patente de los Estados Unidos Num. 4,683,202 (1987), e Innis, et al., PCR Protocols A Guide
to Methods and Applications, Eds., Academic Press Inc., San Diego, CA (1990). Los kits disponibles en el marcado
para la amplificacién gendmica mediante PCR son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Advantage-GC Ge-
nomic PCR Kit (Clontech). Adicionalmente, por ejemplo, se puede utilizar el gen de la proteina 32 de T4 (Boehringer
Mannheim) para mejorar el rendimiento de los productos de la PCR larga.

Métodos de Sintesis para la Construccién de Acidos Nucléicos

Los écidos nucleicos aislados de la presente invencién también se pueden preparar mediante sintesis quimica direc-
ta mediante métodos conocidos (véase, por ejemplo, Ausubel, et al., supra). La sintesis quimica produce generalmente
un oligonucledtido de cadena sencilla, que puede ser convertido en ADN de doble cadena mediante hibridacién con
una secuencia complementaria, o0 mediante polimerizacién con una ADN polimerasa utilizando la cadena sencilla co-
mo molde. Los expertos en la técnica reconocerdn que mientras que la sintesis quimica del ADN puede limitarse a
secuencias de aproximadamente 100 o mds bases, se pueden obtener secuencias mas largas mediante la ligacién de
secuencias mas cortas.

Casetes de Expresion Recombinantes

La presente invencion proporciona adicionalmente casetes de expresion recombinantes que comprenden un dcido
nucleico de la presente invencion. Se pueden utilizar una secuencia de 4cido nucleico de la presente invencién, por
ejemplo, un ADNc o una secuencia gendmica que codifica un anticuerpo de la presente invencidn, para construir una
casete de expresion recombinante que se puede introducir al menos en una célula anfitriona deseada. Una casete de
expresion recombinante normalmente comprenderd un polinucledtido de la presente invencién unido operablemente a
secuencias reguladoras de iniciacién de la transcripcion que dirigiran la transcripcion del polinucledtido en la célula
anfitriona deseada. Los promotores tanto heter6logos como no heter6logos -(es decir, endégenos) puede ser empleados
para dirigir la expresion de los dcidos nucleicos de la presente invencion.
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En algunas realizaciones, los 4cidos nucleicos aislados que sirven como promotor, intensificador, u otros elementos
pueden ser introducidos en la posicién apropiada (aguas arriba, aguas abajo o en el intrén) de una forma no heteréloga
de un polinucleétido de la presente invencién de manera que regule al alza o a la baja la expresién de un polinucledtido
de la presente invencién. Por ejemplo, los promotores enddgenos se pueden modificar in vivo o in vitro mediante
mutacién, delecién y/o sustitucion.

Vectores y Células Anfitrionas

La presente invencién se refiere también a los vectores que incluyen moléculas de dcido nucleico aisladas de
la presente invencion, las células anfitrionas que son disefiadas genéticamente con los vectores recombinantes, y la
produccion de al menos un anticuerpo anti-integrina dual mediante técnicas recombinantes, como es bien conocido en
la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook, et al., supra; Ausubel, et al., supra.

Los polinucledtidos se pueden unir opcionalmente a un vector que contiene un marcador seleccionable para la
propagacién en un anfitrién. Por lo general, un vector plasmidico se introduce en un precipitado, tal como un preci-
pitado de fosfato de calcio, o en un complejo con un lipido cargado. Si el vector es un virus, éste puede ser empa-
quetado in vitro utilizando una linea de celular de empaquetamiento apropiada y después transducido en las células
anfitrionas.

El inserto de ADN debe ser conectado operativamente a un promotor apropiado. Los constructos de expresion
contendran adicionalmente los sitios de iniciacién de la transcripcidn, terminacién y, en la region transcrita, un sitio de
union al ribosoma para su traduccién. La porcién codificante de los transcritos maduros expresados por los constructos
incluird preferiblemente una iniciacién de la traduccién en el codén de inicio y de terminacién (por ejemplo, UAA,
UGA o UAG) debidamente colocado en el extremo del ARNm que se va a traducir, prefiriéndose UAA y UAG para
su expresion en células de mamiferos o eucariotas.

Los vectores de expresion incluirdn preferiblemente pero opcionalmente al menos un marcador seleccionable.
Tales marcadores incluyen, por ejemplo, pero no estdn limitados a, genes de resistencia a metotrexato (MTX), di-
hidrofolato reductasa (DHFR, Patentes de los Estados Unidos Nums. 4.399.216; 4.634.665; 4.656.134; 4.956.288;
5.149.636; 5.179.017, ampicilina, neomicina (G418), dcido micofendlico, o glutamina sintetasa (GS, Patentes de los
Estados Unidos Nums. 5.122.464; 5.770.359; 5.827.739) para cultivos celulares eucaridticos, y de resistencia a te-
traciclina o ampicilina para el cultivo en E. coli y otras bacterias o procariotas. Los medios de cultivo y condiciones
apropiados para las células anfitrionas anteriormente descritas son conocidos en la técnica. Los vectores adecuados
resultaran evidentes para el experto en la técnica. La introduccién de un constructo vector en una célula anfitriona
puede efectuarse mediante transfeccion con fosfato de calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccién
mediada por lipidos catidnicos, electroporacion, transduccidn, infeccion u otros métodos conocidos. Estos métodos se
describen en la técnica, por ejemplo Sambrook, supra, Capitulos 1-4 y 16-18; Ausubel, supra, Capitulos 1, 9, 13, 15,
16.

Al menos un anticuerpo de la presente invencion se puede expresar en una forma modificada, tal como una proteina
de fusidn, y puede incluir no sélo las sefiales de secrecidn, sino también regiones funcionales heterélogas adicionales.
Por ejemplo, se puede afiadir una regién de aminodcidos adicionales, especialmente aminodcidos cargados, al extremo
N de un anticuerpo para mejorar la estabilidad y persistencia en la célula anfitriona, durante la purificacién, o durante
la manipulacién y almacenamiento posteriores. Ademds, los radicales peptidicos se pueden afiadir a un anticuerpo de
la presente invencion para facilitar su purificacion. Tales regiones pueden ser eliminadas antes de la preparacién final
de un anticuerpo o al menos uno de sus fragmentos. Tales métodos se describen en muchos manuales de laboratorio
convencionales, tales como Sambrook, supra, Capitulos 17.29-17.42 y 18.1-18.74; Ausubel, supra, Capitulos 16, 17
y 18.

Los expertos normales en la técnica estan informados sobre los numerosos sistemas de expresion disponibles para
la expresion de un dcido nucleico que codifica una proteina de la presente invencion.

Alternativamente, los dcidos nucleicos de la presente invencion se pueden expresar en una célula anfitriona acti-
vandolos (mediante manipulacién) en una célula anfitriona que contiene el ADN endégeno que codifica un anticuerpo
de la presente invencion. Tales métodos son bien conocidos en la técnica, por ejemplo, como se describe en la Patentes
de los Estados Unidos Nums. 5.580.734, 5.641.670, 5.733.746, y 5.733.761.

Son ilustrativas de los cultivos celulares ttiles para la produccién de los anticuerpos, sus porciones o variantes
especificadas, las células de mamiferos. Los sistemas de células de mamiferos a menudo estardn en forma de mono-
capas de células aunque también se pueden utilizar las suspensiones de células de mamifero o biorreactores. Se han
desarrollado en la técnica varias lineas de células anfitrionas adecuadas capaces de expresar las proteinas glicosiladas
intactas, e incluyen por ejemplo, las lineas celulares COS-1 (ATCC CRL 1650), COS-7 (por ejemplo, ATCC CRL-
1651), HEK293, BHK21 (por ejemplo, ATCC CRL-10), carbohidratos (por ejemplo, ATCC CRL 1610) y el BSC-1
(por ejemplo, ATCC CRL-26), células Cos-7, células CHO, células Hep G2, P3X63 Ag. 8.653, SP2/0-Agl4, células
293, células HeLa y similares, que son facilmente asequibles de, por ejemplo, la Coleccién de Cultivos Tipo America-
na, Manassas, Va (www.atcc.org). Las células anfitrionas preferidas incluyen células de origen linfoide tales como las
células de mieloma y linfoma. Las células anfitrionas particularmente preferidas son las células P3X63Ag8.653 (nu-
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mero de acceso ATCC CRL-580) y las células SP2/0-Ag14 (nimero de acceso ATCC CRL-1851). En una realizacién
particularmente preferida, la célula recombinante es una célula P3X63Ab8.653 o SP2/0-Agl4.

Los vectores de expresion para estas células pueden incluir uno o més de las siguientes secuencias de control de
la expresion, tales como, pero no limitadas a un origen de replicaciéon; un promotor (por ejemplo, los promotores
tardio o temprano de SV40, el promotor de CMV (Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.168.062; 5.385.839),
un promotor de HSV-tk, un promotor de la PGK (fosfoglicerato quinasa), un promotor de de EF-1 alfa (Patente de
los Estados Unidos Nim. 5.266.491), al menos un promotor de la inmunoglobulina humana, un intensificador, y/o
los sitios de procesamiento de la informacidn, tales como los sitios de unién a los ribosomas, los sitios de empalme
del ARN, los sitios de poliadenilacién (por ejemplo, un sitio de adicién de poli A del Ag T grande de SV40), y las
secuencias de terminacién de la transcripcidon. Véanse, por ejemplo, Ausubel et al., supra; Sambrook, et al., supra.
Otras células ttiles para la produccion de acidos nucleicos o proteinas de la presente invencién son conocidas y/o
estdn disponibles, por ejemplo, en el Catdlogo de la Coleccién de Cultivos Tipo Americana de Lineas Celulares e
Hibridomas (www.atcc.org) u otras fuentes conocidas o comerciales.

Cuando se emplean células anfitrionas eucariotas, se incorporan tipicamente al vector secuencias de poliadenila-
cién o de terminacién de la transcripcién. Un ejemplo de una secuencia de terminacion es la secuencia del poliadeni-
lacién del gen de la hormona de crecimiento bovina. También se pueden incluir secuencias para el empalme exacto
del transcrito. Un ejemplo de una secuencia de empalme es el intrén VP1 de SV40 (Sprague, et al., J. Virol. 45:773-
781 (1983)). Ademads, se pueden incorporar al vector secuencias de genes para controlar la replicacion en la célula
anfitriona, como se conoce en la técnica.

Purificacion de un anticuerpo

Se puede recuperar y purificar un anticuerpo anti-integrina dual de cultivos de células recombinantes median-
te métodos bien conocidos, incluyendo pero no limitados a, purificacién de la proteina A, precipitacién con sulfato
de amonio o etanol, extraccidon con acido, cromatografia de intercambio anidnico o catiénico, cromatografia en fos-
focelulosa, cromatografia de interaccién hidréfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia en hidroxiapatita y la
cromatografia en lectina. También se puede emplear cromatografia liquida de alta resolucién (“HPLC”) para la purifi-
cacion. Véase, por ejemplo, Colligan, Current Protocols in Immunology, or Current Protocols in Protein Science, John
Wiley & Sons, NY, NY, (1997-2001), por ejemplo, Capitulos 1, 4, 6, 8, 9, 10.

Los anticuerpos de la presente invencion incluyen productos purificados naturalmente, productos de procedimien-
tos quimicos de sintesis, y productos formados mediante técnicas recombinantes a partir de un anfitrién eucaridtica,
incluyendo, por ejemplo, células de levaduras, plantas superiores, insectos y mamiferos. Dependiendo del anfitrién
empleado en un procedimiento de produccién recombinante, el anticuerpo de la presente invencién puede glicosilarse
o puede no glucosilarse, prefiriéndose la glicosilacion. Tales métodos se describen en muchos manuales de laboratorio
convencionales, tales como Sambrook, supra, Secciones 17.37-17.42; Ausubel, supra, Capitulos 10, 12, 13, 16, 18 y
20, Colligan, Protein Science, supra, Capitulos 12-14.

Anticuerpos Anti-Integrina Dual

Los anticuerpos aislados de la presente invencion comprenden las secuencias de aminodcidos de los anticuerpos
definidas en la reivindicacién 1 codificadas por cualquier polinucleétido adecuado. Preferiblemente, el anticuerpo o el
fragmento de unién al antigeno humanos se unen la integrina dual humana y, de ese modo se neutraliza en parte o sus-
tancialmente al menos una actividad biolégica de la proteina. Un anticuerpo o una porcién especificada del mismo, que
parcialmente o preferiblemente neutraliza sustancialmente al menos una actividad bioldgica de al menos una proteina
integrina dual o fragmento se puede unir a la proteina o al fragmento y de ese modo inhibir las actividades mediadas
a través de la uni6n de la integrina dual al receptor de integrina dual o a través de otros mecanismos mediados por, o
dependientes de, la integrina dual. Segtn se utiliza en la presente memoria, el término “anticuerpos neutralizadores”
hace referencia a un anticuerpo que puede inhibir una actividad dependiente de integrinas duales en aproximadamente
20-120%, preferiblemente en al menos aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100% o mads, dependiendo del ensayo. La capacidad de un anticuerpo anti-integrina dual
para inhibir una actividad dependiente de integrinas duales se evalia preferiblemente mediante al menos un ensayo
de proteina integrina dual o receptor adecuado, como se describe en la presente memoria y/o como se conoce en la
técnica. Un anticuerpo humano de la invencién puede ser de cualquier clase (IgG, IgA, IgM, IgE, IgD. etc.) o iso-
tipo y puede comprender una cadena ligera kappa o lambda. En una realizacién, el anticuerpo humano comprende
una cadena pesada de IgG o un fragmento definido, por ejemplo, al menos uno de los isotipos, IgG1, 1gG2, IgG3 o
IgG4. Los anticuerpos de este tipo se pueden preparar mediante el empleo de un ratén transgénico u otros mamife-
ros no humanos transgénicos que comprenden al menos transgenes de una cadena humana ligera (por ejemplo, IgG,
IgA e IgM (por ejemplo, y1, y2, y3, y4) como se ha descrito, y/o como se conoce en la técnica. En otra realizacion,
el anticuerpo humano anti-integrina dual humana estd formado por una cadena pesada de IgG1 y una cadena ligera
de IgGl.

Al menos un anticuerpo de la invencién se une al menos a un epitopo especificado especifico para al menos
una proteina, subunidad, fragmento, porcién de integrina dual o cualquiera de sus combinaciones. El al menos un
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epitopo puede comprender al menos una regién de unién al anticuerpos que comprende al menos una porcién de
dicha proteina, cuyo epitopo comprende preferiblemente al menos una porcidn extracelular, soluble, hidréfila, externa
o citopldsmica de dicha proteina. El al menos un epitopo especificado puede comprender cualquier combinacién
de al menos una secuencia de aminoécidos de al menos 1-3 aminodcidos para la porcién especificada completa de
aminodcidos contiguos de los SEQ ID NOS: 9, 16 o 17.

El anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno de la presente invencion se define en la reivindicacién 1.

Los anticuerpos de la invencidn se pueden preparar uniendo quimicamente entre si las distintas partes (por ejemplo,
las CDR, marco) del anticuerpo utilizando técnicas convencionales, preparando y expresando una (es decir, una o mas)
moléculas de dcido nucleico que codifican el anticuerpo utilizando técnicas convencionales de tecnologia de ADN
recombinante o utilizando cualquier otro método apropiado.

El anticuerpo anti-integrina dual de la invencién comprende una regién variable de cadena pesada que tiene la se-
cuencia de aminodcidos del SEQ ID NO:7 y una regién variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminodcidos
del SEQ ID NO: 8. Los anticuerpos que se unen a la integrina dual humana y que comprenden una region variable de la
cadena pesada o ligera definida se pueden preparar utilizando métodos adecuados, tales como la presentacion en fagos
(Katsube, Y., et al. Int J Mol. Med, 1(5):863-868 (1998)) o los métodos que emplean animales transgénicos, como se
conoce en la técnica y/o como se describe en la presente memoria. Por ejemplo, un ratén transgénico, que comprende
un transgén de la cadena pesada de una inmunoglobulina humana reordenado funcionalmente y un transgén que com-
prende ADN de un locus de la cadena ligera de una inmunoglobulina humana que puede experimentar reordenamiento
funcional, se puede inmunizar con una integrina dual humana o un fragmento de la misma para lograr la produccién de
anticuerpos. Si se desea, las células que producen el anticuerpo pueden ser aisladas y se pueden preparar hibridomas u
otras células productoras de anticuerpos inmortalizadas como se describe en la presente memoria y/o como se conoce
en la técnica. Alternativamente, el anticuerpo, la porcién especificada o la variante se pueden expresar utilizando el
dcido nucleico codificante o una porcion del mismo en una célula anfitriona apropiada.

Una sustitucién de aminodcidos conservativa hace referencia al reemplazo de un primer aminoécido por un segundo
aminodcido que tiene propiedades quimicas y/o fisicas (por ejemplo, carga, estructura, polaridad, cardcter hidréfobo,
cardcter hidréfilo) que son similares a las del primer aminodcido. Las sustituciones conservativas incluyen el reemplazo
de un aminodcido por otro en los siguientes grupos: lisina (K), arginina (R) e histidina (H); aspartato (D) y glutamato
(E); asparagina (N), glutamina (Q), serina (S), treonina (T), tirosina (Y), K, R, H, D y E; alanina (A), valina (V),
leucina (L), isoleucina (I), prolina (P), fenilalanina (F), triptéfano (W), metionina (M), cisteina (C) y glicina (G), E, W
eY;C,SyT

Codigos de Aminodcidos

Los aminodcidos que forman anticuerpos anti-integrina dual de la presente invencién son a menudo abreviados.
Las denominaciones de los aminodcidos se pueden indicar mediante la designacién de los aminoacidos mediante su
codigo de una sola letra, su cédigo de tres letras, su nombre o los tres nucleétidos del codén o codones como es bien

sabido en la técnica (véase Alberts, B. ef al., Molecular Biology of The Cell, Third Ed., Garland Publishing, Inc., New
York, 1994):

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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cODIGO DE|CcODIGO NOMBRE TRES NUCLEOTIDOS DEL

UNA DE CODON O CODONES

SOLA TRES

LETRA LETRAS

A Ala Alanina GCA, GCC, GCG, GCU

C Cys Cisteina UGC, UGU

D Asp Acido GAC, GAU

aspartico
E Glu Acido GAA, GAG
glutamico

F Phe Fenilalanina |UUC, UUU

G Gly Glicina GGA, GGC, GGG, GGU

H His Histidina CAC, CAU

I Ile Isoleucina AUA, AUC, AUU

K Lys Lisina AARD, AAG

L Leu Leucina UUA, uugG, CUA, CcucC,
CUG, CUU

M Met Metionina AUG

N Asn Asparagina AAC, AAU

P Pro Prolina CCA, CCC, CCG, CccCu

0 Gln Glutamina CAA, CAG
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cODIGO DE|CcODIGO NOMBRE TRES NUCLEOTIDOS DEL

UNA DE CODON O CODONES

SOLA TRES

LETRA LETRAS

R Arg Arginina AGA, AGG, CGA, CGC,
CGG, CGU

S Ser Serina AGC, AGU, UCA, ucc,
UCcG, UCU

T Thr Treonina ACA, ACC, ACG, ACU

\Y Val Valina GUA, GUC, GUG, GUU

W Trp Triptdfano UGG

Y Tyr Tirosina UAC, UAU

Un anticuerpo anti-integrina dual de la presente invencidn puede incluir una o mds sustituciones, supresiones o
adiciones de aminodcidos, ya sea por mutaciones naturales o manipulacién humana, tal como se especifica en la
presente memoria.

Por supuesto, el nimero de sustituciones de aminoacidos que realizaria un experto en la técnica depende de muchos
factores, incluyendo los descritos anteriormente. En términos generales, el nimero de sustituciones, inserciones o
deleciones de aminodcidos para cualquier anticuerpo anti-integrina dual dado no serdn mas de 40, 30, 20, 19, 18, 17,
16, 15,14, 13,12, 11, 10,9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2, 1, por ejemplo 1-30 o cualquier intervalo o valor en el mismo, tal como
se especifica en la presente memoria.

Los aminoécidos en un anticuerpo anti-integrina dual de la presente invencién que son esenciales para su funcién
se pueden identificar mediante métodos conocidos en la técnica, tales como la mutagénesis dirigida al sitio o mutagé-
nesis de barrido con alanina (por ejemplo, Ausubel, supra, Capitulos 8, 15, Cunningham y Wells, Science 244:1081-
1085 (1989)). Este tltimo procedimiento introduce mutaciones Unicas con alanina en cada residuo en la molécula. Las
moléculas mutantes resultantes se someten después a ensayo en busca de actividad bioldgica, tal como, pero no limi-
tada a al menos una actividad neutralizadora de integrina dual. Los sitios que son criticos para la unién del anticuerpo
también pueden ser identificados mediante andlisis estructural tal como cristalizacion, resonancia magnética nuclear o
marcaje de fotoafinidad (Smith, et al., J. Mol. Biol. 224:899-904 (1992) y de Vos, et al., Science 255:306-312 (1992)).

Como podran apreciar los expertos en la técnica, la presente invencién incluye al menos un anticuerpo bioldgica-
mente activo de la presente invencién. Los anticuerpos biolégicamente activos tienen una actividad especifica de al
menos 20%, 30% o 40%, y preferiblemente de al menos 50%, 60% o 70%, y mas preferiblemente de al menos 80%,
90% 0 95%-1.000% con respecto a la de los anticuerpos nativos (no sintéticos), endégenos o relacionados y conocidos.
Los métodos para la determinacién y cuantificacién de las medidas de la actividad enzimatica y la especificidad de
sustrato, son bien conocidos por los expertos en la técnica.

En otro aspecto, la invencion se refiere a anticuerpos humanos y fragmentos de unién al antigeno, como se descri-
be en la presente memoria, que se modifican por la unién covalente de un radical organico. Tal modificacién puede
producir un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno con propiedades farmacocinéticas mejoradas (por ejem-
plo, aumento de la vida media en suero in vivo). El radical organico puede ser un grupo polimérico hidréfilo lineal o
ramificado, un grupo 4cido graso, o un grupo éster de dcido graso. En realizaciones particulares, el grupo polimérico
hidréfilo puede tener un peso molecular de aproximadamente 800 a aproximadamente 120.000 Daltons y puede ser un
polialcanoglicol (por ejemplo, polietilenglicol (PEG), polipropilenglicol (PPG)), polimero de carbohidrato, polimero
de aminodcidos o polivinilpirolidona, y el grupo 4cido graso o éster de dcido graso puede comprender de aproximada-
mente ocho a aproximadamente a cuarenta atomos de carbono.

Los anticuerpos modificados y los fragmentos de unién al antigeno de la invencién pueden comprender uno o mas
radicales orgdnicos que se unen covalentemente, directa o indirectamente, al anticuerpo. Cada radical orgdnico que
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se une a un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno de la invencién puede ser independientemente un grupo
polimérico hidréfilo, un grupo 4cido graso o un grupo éster de dcido graso. Segin se utiliza en la presente memo-
ria, el término “4cido graso” abarca los 4dcidos mono-carboxilicos y los dcidos di-carboxilicos. Un “grupo polimérico
hidréfilo”, segin se utiliza el término en la presente memoria, hace referencia a un polimero orgdnico que es mas
soluble en agua que en octano. Por ejemplo, la polilisina es mds soluble en agua que en octano. Asi, un anticuerpo
modificado por la unién covalente de polilisina esta abarcado por la invencién. Los polimeros hidréfilos adecuados
para modificar los anticuerpos de la invencion pueden ser lineales o ramificados e incluyen, por ejemplo, polialca-
noglicoles (por ejemplo, PEG, monometoxipolietilenglicol (MPEG), PPG y similares), carbohidratos (por ejemplo,
dextrano, celulosa, oligosacaridos, polisacaridos y similares), polimeros de aminodcidos hidréfilos (p. e€j., polilisina,
poliarginina, poliaspartato y similares), 6xidos de polialcanos (ejemplo, 6xido de polietileno, 6xido de polipropileno
y similares) y polivinilpirolidona. Preferiblemente, el polimero hidréfilo que modifica el anticuerpo de la invencién
tiene un peso molecular de aproximadamente 800 a aproximadamente 150.000 Dalton como una entidad molecular
separada. Por ejemplo se pueden utilizar PEGsqy y PEGj0 000, donde el subindice es el peso molecular medio del po-
limero en Daltons. El grupo polimérico hidréfilo puede estar sustituido con uno a seis grupos alquilo, dcido graso o
éster de 4cido graso. Los polimeros hidréfilos que estdn sustituidos con un grupo 4cido graso o éster de dcido graso
se pueden preparar mediante el empleo de métodos adecuados. Por ejemplo, un polimero que comprende un grupo
amino se puede acoplar a un carboxilato de dcido graso o éster de dcido graso, y un carboxilato activado (por ejemplo,
activado con N,N-carbonildiimidazol) de un 4cido graso o éster de 4cido graso se puede acoplar a un grupo hidroxilo
en un polimero.

Los 4cidos grasos y ésteres de 4cidos grasos adecuados para modificar los anticuerpos de la invencién pueden ser
saturados o pueden contener una o mas unidades de insaturacion. Los dcidos grasos que son adecuados para modificar
los anticuerpos de la invencién incluyen, por ejemplo, n-dodecanoato (C,, laurato), n-tetradecanoato (C,4, miristato),
n-octadecanoato (C,g, estearato), n-eicosanoato (C,,, araquidato), n-docosanoato (C,,, behenato), n-triacontanoato
(Csp), n-tetracontanoato (Cy), cis-A9-octadecanoato (C;s, oleato), todos los cis-AS5,8,11,14-eicosatetraenoato (Cy,
dcido araquiddnico), 4cido octanodioico, 4dcido tetradecanodioico, dcido octadecanodioico, d4cido docosanodioico, y
similares. Los ésteres de acidos grasos adecuados incluyen mono-ésteres de 4cidos dicarboxilicos que comprenden
un grupo alquilo inferior lineal o ramificado. El grupo alquilo inferior puede comprender de uno a aproximadamente
doce, preferiblemente de uno a aproximadamente seis, dtomos de carbono.

Los anticuerpos humanos modificados y los fragmentos de unién al antigeno se pueden preparar utilizando méto-
dos adecuados, por ejemplo mediante reaccién con uno o mds agentes modificadores. Un agente “modificador” segtin
se utiliza el término en la presente memoria, hace referencia a un grupo orgéanico adecuado (por ejemplo, un polimero
hidréfilo, un 4cido graso, un éster de dcido graso) que comprende un grupo activador. Un grupo “activador” es un
radical quimico o grupo funcional que puede, en determinadas condiciones, reaccionar con un segundo grupo quimico
formando de ese modo un enlace covalente entre el agente modificador y el segundo grupo quimico. Por ejemplo, los
grupos activadores reactivos con amino incluyen grupos electréfilos tales como tosilato, mesilato, halo (cloro, bromo,
fldor, yodo), ésteres de N-hidroxisuccinimidilo (NHS), y similares. Los grupos activadores que pueden reaccionar con
los tioles incluyen, por ejemplo, maleimida, yodoacetilo, acriloflo, disulfuros de piridilo, tiol de dcido 5-tiol-2-nitro-
benzoico (tiol-TNB), y similares. Un grupo aldehido funcional se puede acoplar a moléculas que contienen amina o
hidrazida, y un grupo azida puede reaccionar con un grupo fésforo trivalente para uniones fosforamidato o fosforimi-
da. Los métodos adecuados para introducir grupos activadores en las moléculas son conocidos en la técnica (véase, por
ejemplo, Hermanson, G. T., Bioconjugate Techniques, Academic Press: San Diego, CA (1996)). Un grupo activador se
pueden unir directamente al grupo orgédnico (por ejemplo, polimero hidréfilo, dcido graso, éster de acido graso), o por
medio de un radical conector, por ejemplo, un grupo C;-C,, divalente en el que uno o mds adtomos de carbono puede ser
reemplazados por un heterodtomo tal como el oxigeno, el nitrégeno o el azufre. Los radicales conectores adecuados
incluyen, por ejemplo, tetraetilenglicol, -(CH,);-, -NH-(CH,)s-NH-, -(CH,),-NH- y -CH,-O-CH,-CH,-O-CH,-CH,-
O-CH-NH-. Los agentes modificadores que comprenden un radical conector se pueden producir, por ejemplo, por
reaccion de una mono-Boc-alquildiamina (por ejemplo, mono-Boc-etilendiamina, mono-Boc-diaminohexano) con un
acido graso en presencia de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) para formar un enlace amida entre la
amina libre y el carboxilato de 4cido graso. El grupo protector Boc puede separarse del producto mediante tratamiento
con dcido trifluoroacético (TFA) para exponer una amina primaria que se puede acoplar a otro carboxilato segiin se ha
descrito, o se puede hacer reaccionar con anhidrido maleico y ciclar el producto resultante para producir un derivado
maleimida activado del dcido graso. (Véase, por ejemplo, Thompson, et al., documento WO 92/16221).

Los anticuerpos modificados de la invencién se pueden producir haciendo reaccionar un anticuerpo o un fragmento
de unién al antigeno humanos con un agente modificador. Por ejemplo, los radicales orgdnicos se pueden unir al
anticuerpo de una manera no especifica del sitio por medio de un agente modificador reactivo con amina, por ejemplo,
un éster de NHS de PEG. Los anticuerpos modificados o fragmentos de unién al antigeno humanos también se pueden
preparar mediante la reduccion de enlaces disulfuro (por ejemplo, enlaces disulfuro intracatenarios) de un anticuerpo
o un fragmento de unién al antigeno. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno reducidos se pueden hacer
reaccionar después con un agente modificador reactivo con tiol para producir el anticuerpo modificado de la invencion.
Los anticuerpos y los fragmentos de unidn al antigeno humanos modificados que comprenden un radical organico que
se une a sitios especificos de un anticuerpo de la presente invencion se pueden preparar utilizando métodos adecuados,
tales como proteolisis inversa (Fisch et al., Bioconjugate Chem., 3:147-153 (1992); Werlen et al., Bioconjugate Chem.,
5:411-417 (1994); Kumaran et al., Protein Sci. 6(10):2233-2241 (1997); Itoh et al., Bioorg. Chem., 24(1): 59-68
(1996); Capellas et al., Biotechnol. Bioeng., 56(4):456-463 (1997)), y los métodos descritos por Hermanson, G.T.,
Bioconjugate Techniques, Academic Press: San Diego, CA (1996).
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Composiciones de anticuerpos anti-integrina dual

La presente invencién también proporciona al menos una composicién de anticuerpo anti-integrina dual que com-
prende al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis 0 mds anticuerpos
anti-integrina dual, como se describe en la presente memoria y/o se conoce en la técnica que se proporcionan en una
composicion, mezcla o forma de origen no natural.

Las composiciones de anticuerpo anti-integrina dual de la presente invencién pueden comprender adicionalmente
al menos una de cualquier cantidad adecuada y eficaz de al menos de uno seleccionado de al menos un antagonista de
TNF (por ejemplo, pero no limitado a un anticuerpo o un fragmento de TNF, un receptor o fragmento soluble de TNF,
sus proteinas de fusion, o un antagonista de TNF de molécula pequeiia), un antirreumatico (por ejemplo, metotrexato,
auranofina, aurotioglucosa, azatioprina, etanercept, tiomalato sédico de oro, sulfato de hidroxicloroquina, leflunomida,
sulfasalzina), un relajante muscular, un narcético, un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE), un analgésico,
un anestésico, un sedante, un anestésico local, un bloqueador neuromuscular, un antimicrobiano (por ejemplo, amino-
glucdsido, un antiflingico, un antiparasitario, un antiviral, un carbapenemo, una cefalosporina, una fluoroquinolona,
un macrdlido, una penicilina, una sulfonamida, una tetraciclina, otro antimicrobiano), un antipsoridsico, un corticoes-
teroide, un esteroide anabdlico, un agente relacionado con la diabetes, un mineral, un agente nutricional, un agente
tiroideo, una vitamina, una hormona relacionada con el calcio, un antidiarreico, un antitusigeno, un antiemético, un
agente antiulceroso, un laxante, un anticoagulante, una eritropoyetina (por ejemplo, epoyetina alfa), un filgrastim (por
ejemplo, G-CSF, Neupogen), un sargramostim (GM-CSF, Leukine), un agente inmunizador, una inmunoglobulina, un
inmunosupresor (por ejemplo, basiliximab, ciclosporina, daclizumab), una hormona del crecimiento, un medicamento
de sustitucién hormonal, un modulador del receptor de estrogenos, un midridtico, un ciclopléjico, un agente alquilante,
un antimetabolito, un inhibidor de la mitosis, un radiofarmaco, un antidepresivo, un agente antimania, un antipsicoti-
co, un ansiolitico, un hipnético, un simpaticomimético, un estimulante, donepezilo, tacrina, un medicamento para el
asma, un agonista beta, un esteroide inhalado, un inhibidor de leucotrieno, una metilxantina, una cromolina, una adre-
nalina o andlogo, dornasa alfa (Pulmozyme), una citoquina o un antagonista o anticuerpo de citoquina. Los ejemplos
no limitantes de tales citoquinas, incluyen, pero no estan limitados a, cualquiera de IL-1 a IL-23, IL-6, anticuerpos
anti-tumorales, agentes quimioterapéuticos o terapias de radiacién. Las dosis adecuadas son bien conocidas en la téc-
nica. Véase, por ejemplo, Wells et al., eds., Pharmacotherapy Handbook, 2* Edicién, Appleton and Lange, Stamford,
CT (2000); PDR Pharmacopoeia, Tarascon Pocket Pharmacopoeia 2000, Deluxe Edition, Tarascon Publishing, Loma
Linda, CA (2000).

Tales agentes anticancerosos o antiinfecciosos también pueden incluir moléculas de toxinas que se asocian, unen,
formulan simultdneamente o administran simultdneamente con al menos un anticuerpo de la presente invencién. La
toxina puede actuar opcionalmente para eliminar selectivamente las células o tejidos patolégicos. La célula patoldgica
puede ser una célula cancerosa u otra. Tales toxinas pueden ser, pero estdn limitadas a, una toxina o fragmento de
toxina recombinantes purificados que comprenden al menos un dominio de toxina citotéxico funcional, por ejemplo,
seleccionado entre al menos la ricina, la toxina diftérica, una toxina de veneno, o una toxina bacteriana. El término
toxina también incluye tanto las endotoxinas como las exotoxinas producidas por cualquier bacteria o virus mutante
recombinante, de origen natural que pueda causar cualquiera afeccién patoldgica en seres humanos y otros mamiferos,
incluyendo el choque por toxinas, que puede ocasionar la muerte. Tales toxinas pueden incluir, pero no estd limita-
das a, la enterotoxina termoldbil (LT) enterotoxigénica de E. coli, la enterotoxina termoestable (ST), la citotoxina
de Shigella, enterotoxinas de Aeromonas, el sindrome del choque téxico de la toxina-1 (TSST-1), la enterotoxina A
estafilocécica (SEA), B (SEB), o C (SEC), enterotoxinas estreptocécicas y similares. Tales bacterias incluyen, pero
no estdn limitadas a, las cepas de una especie de E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica (por
ejemplo, las cepas del serotipo 0157:H7), especies de Staphylococcus (por ejemplo, Staphylococcus aureus, Staphylo-
coccus pyogenes), especies de Shigella (por ejemplo, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydiiy Shigella
sonnei), especies de Salmonela (por ejemplo, Salmonella typhi, Salmonella cholera-suis, Salmonella enteritidis), es-
pecies de Clostridium (por ejemplo, Clostridium perfringens, Clostridium dificile, Clostridium botulinum), especies de
Camphlobacter (por ejemplo, Camphlobacter jejuni, Camphlobacter fetus), especies de Helicobacter, (por ejemplo,
Helicobacter pylori), especies de Aeromonas (por ejemplo, Aeromonas sobria, Aeromonas hydrophila, Aeromonas
caviae), Plesiomonas shigelloides, Yersina enterocolitica, especies de Vibrio (por ejemplo, Vibrio cholerae, Vibrio
parahemolyticus), especies de Klebsiella, Pseudomonas aeruginosa, y Estreptococos. Véase, por ejemplo, Stein, ed.,
INTERNAL MEDICINE, 3* ed., pags. 1-13, Little, Brown and Co., Boston, (1990); Evans et al., eds., Bacterial In-
fections of Humans: Epidemiology and Control, 2*. Ed., pags 239-254, Plenum Medical Book Co., New York (1991);
Mandell et al, Principles and Practice of Infectious Diseases, 3* Ed., Churchill Livingstone, New York (1990); Berkow
et al, eds., The Merck Manual, 16* edicién, Merck and Co., Rahway, N.J., 1992; Wood et al, FEMS Microbiology
Immunology, 76:121-134 (1991); Marrack et al, Science; 248:705-711 (1990).

Los compuestos, composiciones o combinaciones de anticuerpo anti-integrina dual de la presente invencién pueden
comprender adicionalmente al menos uno de cualquiera de los siguientes agentes auxiliares titiles, tales como, pero no
limitados a, diluyentes, aglutinantes, estabilizadores, tampones, sales, disolventes lipéfilos, conservantes, coadyuvan-
tes o similares. Se prefieren los agentes auxiliares farmacéuticamente aceptables. Los ejemplos no limitantes de, y los
métodos de preparacion de tales soluciones estériles son bien conocidos en la técnica, tales como, pero no limitados a,
Gennaro, Ed., Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18* Edicién, Mack Publishing Co. (Easton, PA) 1990. Se pue-
den seleccionar rutinariamente portadores farmacéuticamente aceptables adecuados para la forma de administracion,
la solubilidad y/o la estabilidad de la composicion de anticuerpo o fragmento anti-integrina dual como es conocido en
la técnica o como se describe en la presente memoria.
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Los excipientes y aditivos farmacéuticos utiles en la presente composicién incluyen pero no estdn limitados a
proteinas, péptidos, aminodcidos, lipidos, y carbohidratos (por ejemplo, azicares, incluyendo monosacéridos, di-,
tri-, tetra-, y oligosacdridos; azicares derivatizados tales como alditoles, dcidos alddnicos, azicares esterificados y
similares; y polisacdridos o polimeros de azicar), que pueden estar presentes por separado o combinados, que com-
prenden solos o combinados 1-99,99% en peso o volumen. Los excipientes proteicos ilustrativos incluyen albimina
de sueros tales como la albimina de suero humana (HSA), la albimina humana recombinante (rHA), la gelatina, la
caseina, y similares. Los componentes de aminodcido/anticuerpos representativos, que también pueden funcionar con
capacidad tamponadora, incluyen alanina, glicina, arginina, betaina, histidina, dcido glutdmico, acido aspartico, cis-
tefna, lisina, leucina, isoleucina, valina, metionina, fenilalanina, aspartamo y similares. Un aminodcido preferido es la
glicina.

Los excipientes carbohidratados adecuados para su uso en la invencién incluyen, por ejemplo, monosacaridos
como fructosa, maltosa, galactosa, glucosa, D-manosa, sorbosa, y similares; disacaridos, tales como lactosa, sacarosa,
trehalosa, celobiosa, y similares; polisacaridos, tales como rafinosa, melecitosa, maltodextrinas, dextranos, almidones,
y similares; y alditoles, como el manitol, xilitol, maltitol, lactitol, xilitol, sorbitol (glucitol), mioinositol y similares.
Los excipientes carbohidratados preferidos para su uso en la presente invencién son el manitol, la trehalosa y la
rafinosa.

Las composiciones de anticuerpo anti-integrina dual también pueden incluir un tampoén o un agente para el ajuste
del pH; tipicamente, el tamp6n es una sal preparada a partir de un 4cido o base organicos. Los tampones representativos
incluyen sales de dcidos orgdnicos tales como sales de dcido citrico, 4cido ascérbico, dcido glucdnico, dcido carbdnico,
cido tartarico, acido succinico, dcido acético o 4cido ftélico; Tris, hidrocloruro de trometamina, o tampones de fosfato.
Los tampones preferidos para su uso en las presentes composiciones son las sales de dcidos organicos tales como los
citratos.

Adicionalmente, las composiciones de anticuerpo anti-integrina dual de la invencién pueden incluir excipien-
tes/aditivos poliméricos tales como polivinilpirrolidonas, ficoles (un aztcar polimérico), dextratos (por ejemplo, ciclo-
dextrinas, tales como 2-hidroxipropil-S-ciclodextrina), polietilenglicoles, agentes aromatizantes, agentes antimicrobia-
nos, edulcorantes, antioxidantes, agentes antiestaticos, tensioactivos (por ejemplo, polisorbatos tales como “TWEEN
20” y “TWEEN 80”), lipidos (por ejemplo, fosfolipidos, dcidos grasos), esteroides (por ejemplo, colesterol), y agentes
quelantes (por ejemplo, EDTA).

Estos y otros excipientes y/o aditivos farmacéuticos conocidos adicionales para su uso en las composiciones de
anticuerpos o porciones anti-integrina dual de acuerdo con la invencién son conocidos en la técnica, por ejemplo,
los enumerados en “Remington: The Science & Practice of Pharmacy”, 19* ed., Williams & Williams, (1995), y
en “Physician’s Desk Reference”, 52* ed., Medical Economics, Montvale, NJ (1998). Los materiales portadores o
excipientes preferidos son los carbohidratos (por ejemplo, sacdridos y alditoles) y tampones (por ejemplo, citrato) o
agentes poliméricos.

Formulaciones

Como ha sefialado anteriormente, la invencién proporciona una formulacién estable, que es preferiblemente un
tamp6n fosfato con una solucién salina o una sal elegida, asi como soluciones y formulaciones conservadas que
contienen un conservante, asi como formulaciones conservada de usos multiples adecuadas para uso farmacéutico o
veterinario, que comprenden al menos un anticuerpo anti-integrina dual en una formulacién farmacéuticamente acep-
table. Las formulaciones conservadas contienen al menos un conservante conocido o se seleccionan opcionalmente
del grupo consistente en al menos un fenol, m-cresol, p-cresol, o-cresol, clorocresol, alcohol bencilico, nitrito fenil-
mercurico, fenoxietanol, formaldehido, clorobutanol, cloruro de magnesio (por ejemplo, hexahidrato), alquilparabeno
(metil-, etil-, propil-, butil- y similares), cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, deshidroacetato de sodio y
timerosal, o mezclas de los mismos en un diluyente acuoso. Se puede utilizar cualquier concentracién adecuada o una
mezcla como es conocido en la técnica, tal como 0,001-5%, o cualquier intervalo o valor en el mismo, tal como, pero
no limitado a 0,001, 0,003, 0,005, 0,009, 0,01, 0,02, 0,03, 0,05, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0.4., 0.5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0,
1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 3,4, 3,5, 3,6,
3,7,3.8, 3,9, 4,0. 43,45, 4,6, 4,7, 4,8, 4,9, o cualquier intervalo o valor en el mismo. Los ejemplos no limitantes
incluyen, sin conservante, m-cresol de 0,1-2% (por ejemplo, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,9, 1,0%), alcohol bencilico de 0,1-3%
(por ejemplo, 0,5, 0,9, 1,1, 1,5, 1,9, 2,0, 2,5%), timerosal de 0,001-0,5% (por ejemplo, 0,005, 0,01), fenol de 0,001-
2,0% (por ejemplo, 0,05, 0,25, 0,28, 0,5, 0,9, 1,0%), alquilparabeno o alquilparabenos de 0,0005-1,0% (por ejemplo,
0,00075, 0,0009, 0,001, 0,002, 0,005, 0,0075, 0,009, 0,01, 0,02, 0,05, 0,075, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,5, 0,75, 0,9, 1,0%),
y similares.

Como se ha sefialado anteriormente, la invencién proporciona un articulo de manufactura, que comprende mate-
rial de embalaje y al menos un vial que comprende una solucién de al menos un anticuerpo anti-integrina dual con
los tampones y/o conservantes prescritos, opcionalmente en un diluyente acuoso, donde dicho material de embalaje
comprende una etiqueta que indica que la solucién puede ser mantenida a lo largo de un periodo de 1, 2, 3, 4, 5, 6,
9, 12, 18, 20, 24, 30, 36, 40, 48, 54, 60, 66, 72 horas o mas. La invencién comprende adicionalmente un articulo de
manufactura, que comprende material de embalaje, un primer vial que comprende liofilizado al menos un anticuerpo
anti-integrina dual, y un segundo vial que comprende un diluyente acuoso del tamp6n o conservante prescrito, donde
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dicho material de embalaje comprende una etiqueta que instruye al paciente en la reconstitucién de al menos un an-
ticuerpo anti-integrina dual en el diluyente acuoso para formar una solucién que se puede mantener a lo largo de un
periodo de veinticuatro horas o més.

El al menos un anticuerpo anti-integrina dual utilizado de acuerdo con la presente invencién se puede producir
mediante métodos recombinantes, incluyendo a partir de células de mamifero o preparaciones transgénicas, o se puede
purificar a partir de otras fuentes bioldgicas, como se describe en la presente memoria o como se conoce en la técnica.

El rango de al menos un anticuerpo anti-integrina dual en el producto de la presente invencion incluye las canti-
dades producidas tras la reconstitucion, si es en un sistema himedo/seco, concentraciones de aproximadamente 1,0
ug/ml a aproximadamente 1.000 mg/ml, aunque serdn operativas concentraciones inferiores y superiores y dependen
del vehiculo de liberacién deseado, por ejemplo, las formulaciones en solucién diferirdn entre los métodos con parches
transdérmicos, pulmonares, transmucosales u osmoticos o con microbomba.

Preferiblemente, el diluyente acuoso opcionalmente comprende adicionalmente un conservante farmacéuticamente
aceptable. Los conservantes preferidos incluyen los seleccionados del grupo que consiste en fenol, m-cresol, p-cresol,
o-cresol, clorocresol, alcohol bencilico, alquilparabenos (metil-, etil-, propil-, butil- y similares), cloruro de benzal-
conio, cloruro de bencetonio, deshidroacetato de sodio y timerosal, o mezclas de los mismos. La concentracién de
conservante utilizada en la formulacién es una concentracidn suficiente para producir un efecto antimicrobiano. Tales
concentraciones dependen del conservante seleccionado y son facilmente determinadas por el experto en la técnica.

Opcionalmente y preferiblemente se pueden afiadir al diluyente otros excipientes, por ejemplo, agentes isotonicos,
tampones, antioxidantes, conservantes, potenciadores. Un agente isoténico, tal como la glicerina, se utiliza comun-
mente a concentraciones conocidas. Preferiblemente se afiade un tampén tolerado fisiolégicamente para proporcionar
un mejor control del pH. Las formulaciones pueden abarcar una amplio intervalo de pH, tal como un pH de aproxi-
madamente 4 a un pH de aproximadamente 10, y preferiblemente oscila de un pH de aproximadamente 5 a un pH de
aproximadamente 9, y un intervalo mas preferido aproximadamente 6,0 a aproximadamente 8,0. Preferiblemente las
formulaciones de la presente invencion tienen un pH entre aproximadamente 6,8 y aproximadamente 7,8. Los tampo-
nes preferidos incluyen tampones de fosfato, muy preferiblemente fosfato de sodio, particularmente solucién salina
tamponada con fosfato (PBS).

Otros aditivos, tales como solubilizadores farmacéuticamente aceptables como Tween 20 (monolaurato de polio-
xietilen(20)sorbitdn), Tween 40 (monopalmitato de polioxietilen(20)sorbitan), Tween 80 (monooleato de polioxietilen
(20)sorbitan), Pluronic F68 (copolimeros de bloques de polioxietileno-polioxipropileno), y PEG (polietilenglicol) o
tensioactivos no iénicos tales como polisorbato 20 o0 80 o poloxdmero 184 o 188, polioles Pluronic®, otros copoli-
meros de bloques, y quelantes tales como el EDTA y EGTA se pueden afiadir opcionalmente a las formulaciones o
composiciones para reducir la agregacion. Estos aditivos son particularmente tiles si se utiliza una bomba o un con-
tenedor de plastico para administrar la formulacién. La presencia de tensioactivo farmacéuticamente aceptable mitiga
la tendencia de la proteina a agregarse.

Las formulaciones de la presente invencion se pueden preparar mediante un procedimiento que comprende mez-
clar al menos un anticuerpo anti-integrina dual y un conservante seleccionado del grupo que consiste en fenol, m-
cresol, p-cresol, o-cresol, clorocresol, alcohol bencilico, alquilparabenos, (metil-, etil-, propil-, butil- y similares),
cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, deshidroacetato de sodio y timerosal o mezclas de los mismos en un
diluyente acuoso. La mezcla de el al menos un anticuerpo anti-integrina dual y el conservante en un diluyente acuoso
se lleva a cabo utilizando procedimientos de disolucién y mezclado convencionales. Para preparar una formulacién
adecuada, por ejemplo, se combina una cantidad medida de al menos un anticuerpo anti-integrina dual en una solucién
tamponada con el conservante deseado en cantidades suficientes para proporcionar la proteina y el conservante a las
concentraciones deseadas. Un experto normal en la técnica podria reconocer variaciones de este procedimiento. Por
ejemplo, el orden en el que afiaden los componentes, el que se utilicen aditivos adicionales, la temperatura y el pH
al que se prepara la formulacién, son todos factores que se pueden optimizar para la concentracion y los medios de
administracion utilizados.

Las formulaciones reivindicadas se pueden ofrecer a los pacientes como soluciones transparentes o como viales
duales que comprenden un vial de producto liofilizado de al menos un anticuerpo anti-integrina dual que se reconsti-
tuye con un segundo vial que contiene agua, un conservante y/o excipientes, preferiblemente un tampén fosfato y/o
solucién salina y una sal elegida, en un diluyente acuoso. El vial de una sola solucién o el vial dual que requiere
reconstitucion se pueden reutilizar multiples veces y pueden ser suficiente para un ciclo simple o mdltiple de trata-
miento de los pacientes, y pueden proporcionar asi un régimen de tratamiento mas conveniente que los disponibles en
la actualidad.

Los presentes articulos de manufactura reivindicados son ttiles para su administracién en un plazo desde inme-
diatamente a veinticuatro horas o mds. Por consiguiente, los articulos de manufactura reivindicados en la actualidad
ofrecen ventajas significativas para el paciente. Las formulaciones de la invencion, opcionalmente se puede almacenar
a temperaturas de aproximadamente 2 a aproximadamente 40°C y mantener la actividad biolégica de la proteina du-
rante periodos de tiempo prolongados, permitiendo asi una etiqueta en el envase que indica que la solucién se puede
mantener y/o utilizar durante un periodo de 6, 12, 18, 24, 36, 48, 72, o 96 horas o mas. Si se utiliza un diluyente
conservado, tal etiqueta puede incluir el uso hasta 1-12 meses, medio, uno y medio, y/o dos afios.
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Las soluciones de al menos un anticuerpo anti-integrina dual en la invencién se pueden preparar mediante un
procedimiento que comprende mezclar al menos un anticuerpo en un diluyente acuoso. La mezcla se realiza utilizando
procedimientos de disolucién y mezclado convencionales. Para preparar un disolvente adecuado, por ejemplo, una
cantidad medida de al menos un anticuerpo en agua o tampodn se combina en cantidades suficientes para proporcionar
la proteina y opcionalmente un conservante o tampén a las concentraciones deseadas. Un experto normal en la técnica
podria advertir variaciones de este procedimiento. Por ejemplo, el orden al que se afiaden los componentes, el que
se utilicen aditivos adicionales, la temperatura y el pH a los que se prepara la formulacién, son todos factores que se
pueden optimizar para la concentracién y los métodos de administracion utilizados.

Los productos reivindicados se pueden ofrecer a los pacientes como soluciones transparentes o como viales duales
que comprenden un vial de producto liofilizado de al menos un anticuerpo anti-integrina dual que se reconstituye con
un segundo vial que contiene el diluyente acuoso. El vial de una sola solucién o el vial dual que requiere reconstitucién
se pueden reutilizar multiples veces y pueden ser suficiente para un ciclo simple o miltiple de tratamiento de los
pacientes, y proporcionan asi un régimen de tratamiento mas conveniente que los disponibles en la actualidad.

Los productos reivindicados pueden ser proporcionados indirectamente a los pacientes proporcionando a las farma-
cias, clinicas, u otras de tales instituciones e instalaciones, las soluciones transparentes o los viales duales que incluyen
un vial de producto liofilizado de al menos un anticuerpo anti-integrina dual que se reconstituye con un segundo vial
que contiene el diluyente acuoso. La solucion transparente en este caso puede ser de hasta un litro o incluso de tamafio
mads grande, proporcionando una gran reserva de la que pueden ser recuperadas porciones mas pequefias de la al menos
una solucién de anticuerpo una o varias veces para su transferencia a viales mas pequefios y proporcionadas por la
farmacia o clinica a sus clientes y/o pacientes.

Los dispositivos reconocidos que componen estos sistemas de un solo vial incluyen los dispositivos inyecto-
res de tipo boligrafo para la liberacién de una solucién como BD Pens, BD Autojector®, Humaject®, NovoPen®,
B-D®Pen, AutoPen®, and OptiPen®, GenotropinPen®, Genotronorm Pen®, Humatro Pen®, Reco-Pen®, Roferon
Pen®, Biojector®, iject®, J-tip Needle-Free Injector®, Intraject®, Medi-Ject®, por ejemplo, fabricados o desarro-
Ilados por Becton Dickensen (Franklin Lakes, NJ, www.bectondickenson.com), Disetronic (Burgdorf, Switzerland,
www.disetronic.com; Bioject, Portland, Oregon (www.bioject.com); National Medical Products, Weston Medical (Pe-
terborough, UK, www.weston-medical.com), Medi-Ject Corp (Minneapolis, MN, www.mediject.com). Los dispositi-
vos reconocidos que comprenden un sistema de viales duales incluyen los sistemas inyectores de tipo boligrafo para re-
constituir un farmaco liofilizado en un cartucho para la liberacién de la solucién reconstituida tal como HumatroPen®.

Los productos reivindicados en la actualidad incluyen material de embalaje. El material de embalaje proporciona,
ademads de la informacién requerida por las agencias reguladoras, las condiciones en las que se puede utilizar el
producto. El material de embalaje de la presente invencién proporciona instrucciones al paciente para reconstituir el
al menos un anticuerpo anti-integrina dual en el diluyente acuoso para formar una solucién y utilizar la solucién en
un plazo de 2-24 horas o superior para el producto de dos viales hiimedo/seco. Para el producto de solucién en un
solo vial, la etiqueta indica que esa solucién se puede utilizar durante un periodo de 2-24 horas o mas. Los productos
reivindicados actualmente son ttiles para uso de productos farmacéuticos humanos.

Las formulaciones de la presente invencién se pueden preparar mediante un procedimiento que comprende mezclar
al menos un anticuerpo anti-integrina dual y un tampén seleccionado, preferiblemente un tampén de fosfato que
contiene solucidn salina o una sal elegida. La mezcla de el al menos un anticuerpo y el tampén en un diluyente acuoso
se lleva a cabo mediante procedimientos de disolucién y mezclado convencionales. Para preparar una formulacién
adecuada, por ejemplo, se combina una cantidad medida de al menos un anticuerpo en agua o tampoén con el agente
tamponador deseado en agua en cantidades suficientes para proporcionar la proteina y el tampdn a las concentraciones
deseadas. Un experto normal en la técnica podria reconocer variaciones de este procedimiento. Por ejemplo, el orden
en el que se aiaden los componentes, el que se utilicen aditivos adicionales, la temperatura y el pH al que prepara
la formulacidén, son todos factores que se pueden optimizar para la concentracién y los medios de administracién
utilizados.

Las formulaciones estables o conservadas reivindicadas se pueden ofrecer a los pacientes como soluciones trans-
parentes o como viales duales que comprenden un vial de producto liofilizado de al menos un anticuerpo anti-integrina
dual que es reconstituido con un segundo vial que contiene un conservante o tampoén y excipientes en un diluyente
acuoso. El vial de una sola solucion o el vial dual que requiere reconstitucién se pueden reutilizar mdltiples veces y
pueden ser suficiente para un ciclo simple o multiple de tratamiento de los pacientes, y proporcionan asi un régimen
de tratamiento mds conveniente que los disponibles en la actualidad.

Al menos un anticuerpo anti-integrina dual en las formulaciones o soluciones estables descritas en la presente
memoria, se pueden administrar a un paciente de acuerdo con la presente invencién a través de una variedad de
métodos de liberacion incluyendo la inyeccién SC o IM; métodos transdérmicos, pulmonares, transmucosales, de
implante, bomba osmética, cartucho, microbomba, o por otros medios apreciados por el experto en la técnica, como
es bien conocido en la técnica.
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Aplicaciones Terapéuticas

El anticuerpo o la composicién de la invencidn pueden ser para modular o tratar al menos una enfermedad relacio-
nada con integrinas duales, en una célula, tejido, 6rgano, animal, o paciente, como se conoce en la técnica o como se
describe en la presente memoria.

La enfermedad relacionada con la integrina dual puede ser al menos una entre la obesidad, una enfermedad relacio-
nada con el sistema inmunitario, una enfermedad cardiovascular, una enfermedad infecciosa, una enfermedad maligna
o una enfermedad neurolégica.

El anticuerpo o la composicién de la invencién pueden ser para modular o tratar al menos una enfermedad rela-
cionada con el sistema inmunitario, en una célula, tejido, 6rgano, animal, o paciente, incluyendo pero no limitada a,
al menos una entre artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil de comienzo sistémico, artritis psoridsica, espon-
dilitis anquilosante, dlcera géstrica, artropatias seronegativas, osteoartritis, enfermedad inflamatoria intestinal, colitis
ulcerosa, lupus eritematoso generalizado, sindrome antifosfolipidico, iridociclitis/uveitis/neuritis dptica, fibrosis pul-
monar idiopética, vasculitis sistémica/Granulomatosis de Wegener, sarcoidosis, procedimientos de orquitis/reversién
de la vasectomia, enfermedades alérgicas y atOpicas, asma, rinitis alérgica, eczema, dermatitis de contacto alérgica,
conjuntivitis alérgica, neumonitis por hipersensibilidad, trasplantes, rechazo de trasplante de érganos, enfermedad
de injerto contra huésped, sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, sindrome de sepsis, sepsis gram positiva,
sepsis gram negativa, sepsis cono cultivo negativo, sepsis flingica, fiebre neutropénica, urosepsis, meningococemia,
trauma y hemorragia, quemaduras, exposicion a la radiacién ionizante, pancreatitis aguda, sindrome de fatiga respi-
ratoria del adulto, artritis reumatoide, hepatitis inducida por el alcohol, patologias inflamatorias crénicas, sarcoidosis,
patologia de Crohn, anemia de células falciformes, diabetes, nefrosis, enfermedades atdpicas, reacciones de hiper-
sensibilidad, rinitis alérgica, fiebre del heno, rinitis perenne, conjuntivitis, endometriosis, asma, urticaria, anafilaxis
sistémica, dermatitis, anemia perniciosa, enfermedad hemolitica, trombocitopenia, episodios de rechazo de cualquier
érgano o tejido, rechazo del trasplante de rifién, rechazo del trasplante de corazon, rechazo del trasplante de higado,
rechazo del trasplante de pancreas, rechazo del trasplante de pulmén, rechazo del trasplante de médula 6sea (TMO),
rechazo de aloinjertos de piel, rechazo de trasplante de cartilago, rechazo del injerto de hueso, rechazo del trasplante
de intestino delgado, rechazo del implante de timo fetal, rechazo del trasplante de paratiroides, rechazo xenoinjerto de
cualquier 6rgano o tejido, rechazo de aloinjertos, reacciones de hipersensibilidad anti-receptor, enfermedad de Graves,
enfermedad de Raynaud, diabetes de tipo B resistente a la insulina, asma, miastenia gravis, citotoxicidad mediada por
anticuerpos, reacciones de hipersensibilidad de tipo III, lupus eritematoso generalizado, el sindrome POEMS (polineu-
ropatia, organomegalia, endocrinopatia, gammapatia monoclonal, y sindrome de cambios en la piel), polineuropatia,
organomegalia, endocrinopatia, gammapatia monoclonal, sindrome de cambios en la piel, sindrome antifosfolipidico,
pénfigo, esclerodermia, enfermedad mixta del tejido conectivo, enfermedad idiopatica de Addison, diabetes mellitus,
hepatitis crénica activa, cirrosis biliar primaria, vitiligo, vasculitis, sindrome post-cardiotomia MI, hipersensibilidad
de tipo IV, dermatitis de contacto, neumonitis por hipersensibilidad, rechazo de aloinjertos, granulomas debidos a
microorganismos intracelulares, sensibilidad a los farmacos, enfermedad de Wilson metabdlica/idiopatica, hemocro-
matosis, deficiencia de alfa-1-antitripsina, retinopatia diabética, tiroiditis de Hashimoto, osteoporosis, evaluacion del
eje hipotdlamo-hipdfisis-suprarrenal, cirrosis biliar primaria, tiroiditis, encefalomielitis, caquexia, fibrosis quistica,
enfermedad pulmonar crénica del recién nacido, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), linfohistiocitosis
hematofagocitica familiar, problemas dermatoldgicos, psoriasis, alopecia, sindrome nefrético, nefritis, glomerulonefri-
tis, insuficiencia renal aguda, hemodidlisis, uremia, toxicidad, preeclampsia, terapia con okt3, terapia anti-cd3, terapia
con citoquinas, quimioterapia, por ejemplo, radioterapia (incluyendo pero no limitada a astenia, anemia, caquexia,
etc), intoxicacién por salicilato crénica, y similares. Véanse, por ejemplo, Merck Manual, Ediciones 12*-17%, Merck
& Company, Rahway, NJ (1972, 1977, 1982, 1987, 1992, 1999), Pharmacotherapy Handbook, Wells ef al., eds., Se-
gunda Edicién, Appleton and Lange, Stamford, Conn. (1998, 2000).

El anticuerpo o su composicién pueden ser para modular o tratar al menos una enfermedad cardiovascular en una
célula, tejido, 6rgano, animal, o paciente, incluyendo pero no limitada a, al menos una entre sindrome de aturdimien-
to miocardico, infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca congestiva, derrame cerebral, derrame cerebral isquémico,
hemorragia, arteriosclerosis, aterosclerosis, reestenosis, enfermedad arteriosclerdtica diabética, hipertension, hiperten-
sion arterial, hipertensién renovascular, sincope, choque, sifilis del sistema cardiovascular, insuficiencia cardiaca, cor
pulmonale, hipertension pulmonar primaria, arritmias cardiacas, latidos ectdpicos atriales, aleteo auricular, fibrilacién
auricular (sostenida o paroxistica), sindrome post-perfusién, respuesta inflamatoria al bypass cardiopulmonar, taqui-
cardia cadtica o multifocal auricular, taquicardia regular de QRS estrecho, arritmias especificas, fibrilacion ventricular,
arritmias del haz de His, bloqueo auriculoventricular, bloqueo del haz ramificado, trastornos isquémicos del miocar-
dio, enfermedad arterial coronaria, angina de pecho, infarto de miocardio, miocardiopatia, miocardiopatia dilatada
congestiva, miocardiopatia restrictiva, enfermedades valvulares del corazén, endocarditis, enfermedades del pericar-
dio, tumores cardiacos, aneurismas adrticos y periféricos, diseccién adrtica, inflamacién de la aorta, oclusién de la
aorta abdominal y sus ramas, trastornos vasculares periféricos, trastornos arteriales oclusivos, enfermedad aterloscle-
rética periférica, tromboangitis obliterante, trastornos arteriales periféricos funcionales, fenémeno y enfermedad de
Raynaud, acrocianosis, eritromelalgia, enfermedades venosas, trombosis venosa, varices, fistulas arteriovenosas, lin-
fedema, lipedema, angina inestable, lesion por reperfusion, sindrome post-bombeo, lesion por isquemia-reperfusion, y
similares. Tal método puede comprender opcionalmente la administracién de una cantidad eficaz de una composicién
o composicién farmacéutica que comprende al menos un anticuerpo anti-integrina dual a una célula, tejido, 6rgano,
animal o paciente que necesite tal modulacién, tratamiento o terapia.
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El anticuerpo o su composicién pueden ser para modular o tratar al menos una enfermedad infecciosa en una cé-
lula, tejido, 6rgano, animal o paciente, incluyendo pero no limitada a, al menos una entre: una infeccién bacteriana
aguda o croénica, procedimientos parasitarios o infecciosos agudos y crénicas, incluyendo infecciones bacterianas, vi-
ricas y fiingicas, infeccién por VIH/neuropatia por VIH, meningitis, hepatitis (A, B o C, o similares), artritis séptica,
peritonitis, neumonia, epiglotitis, E. coli 0157:h7, sindrome urémico hemolitico/ptirpura trombocitopénico tromboli-
tico, malaria, fiebre hemorrdgica del dengue, leishmaniasis, lepra, sindrome de choque téxico, miositis estreptocdcica,
gangrena gaseosa, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium intracelular, neumonia por Pneumocystis cari-
nii, enfermedad pélvica inflamatoria, orquitis/epididimitis, legionella, enfermedad de Lyme, gripe A, virus de Epstein-
Barr, sindrome hemafagocitico vital asociado, encefalitis vital/meningitis aséptica, y similares.

El anticuerpo o su composicién pueden ser para modular o tratar al menos una enfermedad maligna de una célula,
tejido, 6rgano, animal o el paciente, incluyendo pero no limitada a, al menos una entre: leucemia, leucemia aguda,
leucemia linfobldstica aguda (LLA), LLA de células B, células T o FAB, leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia
mielocitica crénica (LMC), leucemia linfocitica crénica (LLC), leucemia de células pilosas, sindrome mielodispldsico
(SMD), linfoma, enfermedad de Hodgkin, linfoma maligno, linfoma no Hodgkin, linfoma de Burkitt, mieloma multi-
ple, sarcoma de Kaposi, carcinoma colorrectal, carcinoma de pancreas, carcinoma nasofaringeo, histiocitosis maligna,
sindrome paraneopldsico/hipercalcemia de malignidad, tumores sélidos, adenocarcinomas, sarcomas, melanoma ma-
ligno, hemangioma, enfermedad metastasica, resorcién ésea relacionada con el cancer, dolor 6seo relacionado con el
cancer, etc.

El anticuerpo o su composicién pueden ser para modular o tratar al menos a una enfermedad neurolégica en una
célula, tejido, 6rgano, animal o paciente, incluyendo pero no limitada a, al menos una entre: enfermedades neurodege-
nerativas, esclerosis multiple, dolor de cabeza por migrafia, complejo SIDA-demencia, enfermedades desmielinizantes,
tales como la esclerosis multiple y la mielitis transversa aguda; trastornos extrapiramidales y cerebelosos tales como
las lesiones del sistema corticoespinal; trastornos de los ganglios basales o trastornos cerebelosos; trastornos hiperciné-
ticos del movimiento como el corea de Huntington y el corea senil; trastornos del movimiento inducidos por farmacos,
tales como los inducidos por los farmacos que bloquean los receptores de dopamina del SNC; trastornos hipocinéticos
del movimiento, tales como la enfermedad de Parkinson; pardlisis supranuclear progresiva; lesiones estructurales del
cerebelo; degeneraciones espinocerebelosas, tales como la ataxia espinal, la ataxia de Friedreich, degeneraciones ce-
rebelosas corticales, atrofia sistémica multiple (Mencel, Dejerine-Thomas, Shi-Drager, y Machado-Joseph); trastornos
sistémicos (enfermedad de Refsum, abetalipoprotemia, ataxia, telangiectasia, y trastorno mitocondrial multisistémi-
co); trastornos desmielinizantes centrales, tales como esclerosis multiple, mielitis transversal aguda; y trastornos de la
unidad motora tales como las atrofias neurogénica musculares (degeneracion de las células del asta anterior, tal como
la esclerosis lateral amiotréfica, la atrofia muscular espinal infantil y la atrofia muscular espinal juvenil); enferme-
dad de Alzheimer, sindrome de Down en la mediana edad; Enfermedad difusa con cuerpos de Lewy; demencia senil
de tipo cuerpo de Lewy; sindrome de Wernicke-Korsakoff; alcoholismo crénico; enfermedad de Creutzfeldt-Jakob;
panencefalitis esclerosante subaguda, enfermedad de Hallerrorden-Spatz, y demencia pugilistica, y similares. Tal mé-
todo puede comprender opcionalmente la administracién de una cantidad eficaz de una composicién o composicién
farmacéutica que comprende al menos un anticuerpo o porcion especificada o variante contra TNF a una célula, tejido,
organo, animal o paciente que necesite la modulacion, el tratamiento o la terapia. Véase, por ejemplo, Merck Manual,
16* Edicion, Merck & Company, Rahway, NJ (1992).

Cualquiera de estos métodos puede comprender la administraciéon de una cantidad eficaz de una composicién o
composicién farmacéutica que comprende al menos un anticuerpo anti-integrina dual a una célula, tejido, 6rgano,
animal o paciente que necesite tal modulacidn, tratamiento o terapia. Tal método puede comprender opcionalmente
adicionalmente una terapia de administracién simultdnea o combinada para el tratamiento de tales enfermedades in-
munitarias, donde la administracién de dicho al menos un anticuerpo anti-integrina dual, porcidn especifica o variante
del mismo, comprende adicionalmente la administracién, antes, de forma simultdnea y/o después, de al menos uno
seleccionado entre al menos un antagonista de TNF (por ejemplo, pero no limitado a un anticuerpo o un fragmento
para TNF, un receptor o fragmento para TNF soluble, proteinas de fusién del mismo, o un antagonista de molécula
pequeiia del TNF), un antirreumadtico (por ejemplo, metotrexato, auranofina, aurotioglucosa, azatioprina, etanercept,
tiomalato sdédico de oro, sulfato de hidroxicloroquina, leflunomida, sulfasalzina), un relajante muscular, un narcético,
un medicamento no esteroideo anti-inflamatorio (AINE), un analgésico, un anestésico, un sedante, un anestésico local,
un bloqueador neuromuscular, un antimicrobiano (por ejemplo, aminoglucdsido, un antifiingico, un antiparasitario, un
antiviral, un carbapenemo, una cefalosporina, una fluoroquinolona, un macrélido, una penicilina, una sulfonamida,
una tetraciclina, otro antimicrobiano), un antipsoridsico, un corticosteroide, un esteroide anabolizante, un agente rela-
cionado con la diabetes, un mineral, un agente nutricional, un agente tiroideo, una vitamina, una hormona relacionada
con el calcio, un antidiarreico, un antitusigeno, un antiemético, un antiulceroso, un laxante, un anticoagulante, una eri-
tropoyetina (por ejemplo, epoetina alfa), un filgrastim (por ejemplo, G-CSF, Neupogen), un sargramostim (GM-CSF,
Leukine), una vacuna, una inmunoglobulina, un inmunosupresor (por ejemplo, basiliximab, ciclosporina, daclizumab),
una hormona del crecimiento, un medicamento de reemplazo hormonal, un modulador del receptor de estrégenos, un
midriético, un ciclopléjico, un agente alquilante, un antimetabolito, un inhibidor de la mitosis, un radiofdrmaco, un
antidepresivo, un agente antimaniaco, un antipsicético, un ansiolitico, un hipnético, un simpaticomimético, un esti-
mulante, donepezilo, tacrina, un medicamento para el asma, un agonista beta, un esteroide inhalado, un inhibidor de
leucotrieno, una metilxantina, una cromolina, una efedrina o andlogo, alfa dornasa (Pulmozyme), una citoquina o un
antagonista de citoquinas. las dosis adecuadas son bien conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Wells et al., eds.,
Pharmacotherapy Handbook, 2* Edicion, Appleton and Lange, Stamford, CT (2000); PDR Pharmacopoeia, Tarascon
Pocket Pharmacopoeia 2000, Deluxe Edition, Tarascon Publishing, Loma Linda, CA (2000).
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Los antagonistas de TNF adecuados para la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos anti-
TNEF, sus fragmentos de unidn al antigeno, y moléculas receptoras que se unen especificamente al TNF; compuestos
que impiden y/o inhiben la sintesis de TNF, la liberacién de TNF o su accidn sobre las células diana, tales como talido-
mida, tenidap, inhibidores de la fosfodiesterasa (por ejemplo, pentoxifilina y rolipram), agonistas de los receptores de
adenosina A2b y potenciadores del receptor de adenosina A2b; compuestos que impiden y/o inhiben la sefializacién
del receptor de TNF, tales como los inhibidores de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAP); compuestos que
bloquean y/o inhiben la escisién del TNF de membrana, tales como los inhibidores de metaloproteinasas; compuestos
que bloquean y/o inhiben la actividad del TNF, tales como la enzima conversora de angiotensina (ACE) (por ejemplo,
captopril), y compuestos que bloquean y/o inhiben la produccién y/o las sintesis de TNF, como los inhibidores de la
quinasa MAP.

Segtn se utiliza en la presente memoria, un “anticuerpo contra el factor de necrosis tumoral”, “anticuerpo contra
TNF”, “anticuerpo contra TNFa”, o fragmento y similares disminuye, bloquea, inhibe, anula o interfiere la actividad
del TNFe in vitro, in situ ylo, preferiblemente, in vivo. Por ejemplo, un anticuerpo contra TNF humano adecuado de
la presente invencidn se puede unir a TNFe e incluye anticuerpos anti-TNF, sus fragmentos de unién al antigeno del
mismo, y sus mutantes o dominios especificados que se unen especificamente al TNFa. Un anticuerpo o fragmento
contra TNF adecuados también pueden disminuir, bloquear, anular, interferir, impedir o inhibir la sintesis ARN, ADN
o proteinas del TNF, la liberacion del TNF, la sefializacion del receptor de TNF, la escisién del TNF de membrana, la
actividad del TNF, la produccién y/o sintesis de TNF.

El anticuerpo quimérico cA2 consiste en la region variable de unién al antigeno del anticuerpo IgG1 de ratén
anti-TNFa humano neutralizador de alta afinidad, denominado A2, y las regiones constantes de una inmunoglobulina
kappa, IgG1 humana. La regién Fc de IgG1 humana mejora la funcién efectora del anticuerpo alogénico, aumenta la
vida media en suero circulante y disminuye la inmunogenicidad del anticuerpo. La avidez y especificidad epitdpica
del anticuerpo quimérico cA2 se deriva de la regién variable del anticuerpo murino A2. En una realizacién concreta,
una fuente preferida para los dcidos nucleicos que codifican la regién variable del anticuerpo murino A2 es la linea
celular de hibridoma A2.

El A2 quimérico (cA2) neutraliza el efecto citotéxico tanto del TNF humano natural como del TNFa recombinante
de una manera dependiente de la dosis. A partir de los ensayos de unién del anticuerpo quimérico cA2 y el TNFa
humano recombinante, se calculé que la constante de afinidad de los anticuerpos quiméricos cA2 era de 1,04x10'° M,
Los métodos preferidos para la determinacion de la especificidad y la afinidad del anticuerpo monoclonal mediante
inhibicién competitiva se puede encontrar en Harlow, et al., Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1988; Colligan et al., eds., Current Protocols in Immunology,
Greene Publishing Assoc. and Wiley Interscience, New York, (1992-2000); Kozbor et al., Immunol. Today, 4:72-79
(1983); Ausubel et al., eds. Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience, New York (1987-2000); and
Muller, Meth. Enzymol., 92:589-601 (1983).

En una realizacion concreta, el anticuerpo monoclonal murino A2 es producido por una linea celular denominada
c134A. El anticuerpo quimérico cA2 es producido por una linea celular denominada c168A.

Los ejemplos adicionales de los anticuerpos monoclonales anti-TNF que se pueden utilizar en la presente invencién
se describen en la técnica (véase, por ejemplo la Patente de los Estados Unidos Num. 5.231.024; Moller, A. et al.,
Cytokine 2(3):162-169 (1990); Solicitud de los Estados Unidos Num. 07/943.852 (presentada el 11 de Septiembre
de 1992); Rathjen et al. Publicacion Internacional Nim. 91/02078 (publicada el 21 de Febrero 1991); Rubin et al.,
Publicacién de Patente EPO Num. 0 218 868 (publicada el 22 de Abril de 1987); Yone et al., Publicacién de Patentes
EPO Num. 0 288 088 (26 de Octubre de 1988); Liang, et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 137:847-854 (1986);
Meager, et al. Hybridoma 6:305-311 (1987); Fendly et al. Hybridoma 6:359-369 (1987); Bringman, et al. Hybridoma
6:489-507 (1987), y Hirai, et al., J. Immunol. Meth. 96:57-62 (1987).

Moléculas Receptoras de TNF

Las moléculas receptoras de TNF preferidas ttiles en la presente invencion son aquellas que se unen al TNFa con
alta afinidad (véanse, por ejemplo, Feldmann et al. Publicacién Internacional Num. WO 92/07076 (publicada el 30 de
Abril de 1992); Schall et al., Cell 61:361-370 (1990), y Loetscher et al., Cell 61:351-359 (1990) y poseen opcional-
mente baja inmunogenicidad. En particular, los receptores de superficie celular de TNF de 55 kDa (p55 TNF-R) y 75
kDa (p75 TNF-R) son ttiles en la presente invencion. Las formas truncadas de estos receptores, que comprenden los
dominios extracelulares (DEC) de los receptores o sus porciones funcionales (véase, por ejemplo, Corcoran et al. Eur.
J. Biocheim. 223:831-840 (1994)), también son ttiles en la presente invencion. Las formas truncadas de los receptores
de TNF, que comprenden DEC, se han detectado en la orina y el suero en forma de proteinas de unién inhibidoras de
TNFa de 30 kDa y 40 kDa (Engelmann, H. et al., I Biol. Chem. 265:1531-1536 (1990)). Las moléculas multiméricas
receptoras de TNF y las moléculas de fusién con el inmunoreceptor de TNF, y sus derivados y fragmentos o porciones,
son ejemplos adicionales de las moléculas receptoras de TNF que se pueden utilizar en los métodos y las composicio-
nes de la presente invencion. Las moléculas receptoras de TNF que se pueden utilizar en la invencion se caracterizan
por su capacidad para tratar a los pacientes durante periodos prolongados con un alivio de los sintomas de bueno a
excelente y baja toxicidad. La baja inmunogenicidad y/o alta afinidad, asi como otras propiedades no definidas, pueden
contribuir a los resultados terapéuticos alcanzados.
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Las moléculas multiméricas receptoras de TNF dtiles en la presente invencién comprenden la totalidad o una parte
funcional del DEC de dos o m4s receptores de TNF conectados a través de uno o méds conectores polipeptidicos u
otros conectores no peptidicos, tales como el polietilenglicol (PEG). Las moléculas multiméricas puede comprender
adicionalmente un péptido sefial de una proteina secretada para la expresion directa de la molécula multimérica. Estas
moléculas multiméricas y los métodos para su produccién se han descrito en la Solicitud de los Estados Unidos Nim.
08/437.533 (presentada el 09 de Mayo de 1995).

Las moléculas de fusién con el inmunoreceptor de TNF ttiles en la presente invencién comprenden al menos una
porcién de una o mds moléculas de inmunoglobulina y toda o una porcién funcional de uno o mas receptores de
TNF. Estas moléculas de fusion con el inmunoreceptor se pueden ensamblar como monémeros, o hetero- u homo-
multimeros. Las moléculas de fusién con el inmunoreceptor también pueden ser monovalentes o multivalentes. Un
ejemplo de tal molécula de fusién con el inmunoreceptor de TNF es la proteina de fusion receptora de TNF/IgG. Las
moléculas de fusién con el inmunoreceptor de TNF y los métodos para su produccién han sido descritos en la técnica
(Lesslauer et al., Eur. J. Immunol. 21:2883-2886 (1991); Ashkenazi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:10535-
10539 (1991); Peppel et al., J. Exp. Med 174:1483-1489 (1991); Kolls et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:215-219
(1994); Butler et al., Cytokine 6(6):616-623 (1994); Baker et al., Eur. J. Immunol. 24:2040-2048 (1994); Beutler et
al., Patente de los Estados Unidos Num. 5.447.851; y Solicitud de los Estados Unidos Nim. 08/442.133 (presentada
el 16 de Mayo de 1995)). Los métodos para la produccién de moléculas de fusién con el inmunoreceptor también se
pueden encontrar en Capon et al., Patente de los Estados Unidos Num. 5.116.964; Capon et al., Patente de los Estados
Unidos Num. 5.225.538, y Capon et al. Nature 337:525-531 (1989).

Un equivalente funcional, derivado, fragmento o regién de la molécula receptora de TNF hace referencia a la por-
cion de la molécula receptora de TNF, o la porcién de la secuencia de moléculas receptoras de TNF que codifican
la molécula receptora de TNF, que tienen suficiente tamafio y secuencias que se parecen funcionalmente a moléculas
receptoras de TNF que pueden ser utilizadas en la presente invencién (por ejemplo, se unen a TNFa con alta afini-
dad y poseen baja inmunogenicidad). Un equivalente funcional de una molécula receptora de TNF también incluye
moléculas receptoras de TNF modificadas que se parecen funcionalmente a las moléculas receptoras de TNF que se
pueden utilizar en la presente invencion (por ejemplo, se unen a TNFa con alta afinidad y poseen baja inmunogenici-
dad). Por ejemplo, un equivalente funcional de la molécula receptora de TNF puede contener un codén “‘silencioso” o
una o mds sustituciones, deleciones o adiciones de aminodcidos (por ejemplo, sustitucién de un aminodcido dcido por
otro aminodcido 4cido; o la sustitucién de un codén que codifica el mismo o diferente aminoécido hidr6fobo por otro
codén que codifica un aminodcido hidréfobo). Ver Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Publishing Assoc. and Wiley-Interscience, New York (1987-2000).

Las citoquinas incluyen cualquier citoquina conocida. Véase, por ejemplo, CopewithCytokines.com. Los anta-
gonistas de citoquinas incluyen, pero no estdn limitados a, cualquier anticuerpo, fragmento o mimético, cualquier
receptor, fragmento o mimético soluble, cualquier antagonista de molécula pequefia, o cualquiera de sus combinacio-
nes.

Tratamientos terapéuticos. El anticuerpo o la composicién de la invencién se pueden utilizar en un método para
tratar un trastorno mediado por la integrina dual, que comprende administrar una cantidad eficaz del anticuerpo o la
composicién anti-integrina dual a una célula, tejido, érgano, animal o paciente que lo necesite. Tal método opcional-
mente puede comprender adicionalmente la administracién simultdnea o la terapia combinada para el tratamiento de
tales enfermedades inmunitarias, donde la administracién de dicho anticuerpo o porcién especificada del mismo, o
composicién comprende adicionalmente la administracion, antes, de forma simultdnea, y/o después, de al menos uno
seleccionado entre al menos un antagonista de TNF (por ejemplo, pero no limitado a un anticuerpo o fragmento contra
TNEF, un receptor o fragmento soluble de TNF, sus proteinas de fusién, o un antagonista de TNF de molécula pequeia),
un antirreumadtico (por ejemplo, metotrexato, auranofina, aurotioglucosa, azatioprina, etanercept, tiomalato sédico de
oro, sulfato de hidroxicloroquina, leflunomida, sulfasalzina), un relajante muscular, un narcético, un medicamento
anti-inflamatorio no esteroideo (AINE), un analgésico, un anestésico, un sedante, un anestésico local, un bloqueador
neuromuscular, un antimicrobiano (por ejemplo, aminoglucésido, un antifiingico, un antiparasitario, un antiviral, un
carbapenemo, cefalosporina, una fluoroquinolona; un macrélido, una penicilina, una sulfonamida, una tetraciclina,
otro antimicrobiano), un antipsoridsico, un corticoesteroide, un esteroide anabdlico; un agente relacionado con la dia-
betes, un mineral, un agente nutricién, un agente tiroideo, una vitamina, una hormona relacionada con el calcio, un
antidiarreico, un antitusigeno, un antiemético, un antiulceroso, un laxante, un anticoagulante, una eritropoyetina (por
ejemplo, epoetina alfa), un filgrastim (por ejemplo, G-CSF, Neupogen), un sargramostim (GM-CSF, Leukine), una
vacuna, una inmunoglobulina, un inmunosupresor (por ejemplo, basiliximab, ciclosporina, daclizumab), una hormona
del crecimiento, un medicamento de reemplazo hormonal, un modulador del receptor de estrégenos, un midridtico, un
ciclopléjico, un agente alquilante, un antimetabolito, un inhibidor de la mitosis, un radiofdrmaco, un antidepresivo, un
agente antimaniaco, un antipsicético, un ansiolitico, un hipnético, un simpaticomimético, un estimulante, donepezilo,
tacrina, un medicamento para el asma, un agonista beta, un esteroide inhalado, un inhibidor de leucotrieno, una me-
tilxantina, un cromoglicato, una adrenalina o analégico, alfa dornasa (Pulmozyme), una citoquina o un antagonista de
citoquinas.

Tipicamente, el tratamiento de afecciones patoldgicas se efectia mediante la administracion de una cantidad o
dosis eficaz de al menos una composicién de anticuerpo anti-integrina dual que suman, de promedio, un intervalo de
al menos aproximadamente 0,01 a 500 miligramos de al menos un anticuerpo anti-integrina dual por kilogramo de
paciente por dosis, y preferiblemente de al menos 0,1 a 100 miligramos de anticuerpos/kilogramo de paciente por ad-
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ministracién Unica o miltiple, dependiendo de la actividad especifica contenida en la composicién. Alternativamente,
la concentracién en suero eficaz puede comprender una concentracion en suero de 0,1-5.000 ug/ml por administracién
unica o multiple. Las dosis adecuadas son conocidas por los profesionales médicos y, por supuesto, dependeran del
estado de enfermedad concreto, la actividad especifica de la composicién que esté siendo administrada, y el paciente
concreto que experimente tratamiento. En algunos casos, para lograr la cantidad terapéutica deseada, puede ser nece-
sario establecer una administracion repetida, es decir, administraciones individuales repetidas de una dosis controlada
o medida concreta, donde las administraciones individuales se repiten hasta que se alcanzan la dosis diaria o el efecto
deseados.

Las dosis preferidas pueden incluir opcionalmente 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8,09, 1, 2,3,4,5,6,7, 8,9,
10, 11, 12, 13, 14, 15,16, 1 7, 1 8, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,
72,73, 74,75, 76, 717, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 y/o 100-
500 mg/kg/administracién, o cualquier intervalo, valor o fraccién, o para lograr una concentracién en suero de 0,1,
0,5,09,1,0,1,1,1,2,1,5,1,9,2,0,2,5, 29, 3,0, 3,5,3,9,4,0,4,5,4,9,5,0,5,5,5,9, 6,0,6,5,6,9,7,0,7,5, 7,9, 8,0, 8,5,
8,9,9,0,9,5,9,9, 10, 10,5, 10,9, 11, 11,5, 11,9, 20, 12,5, 12,9, 13,0, 13,5, 13,9, 14,0, 14,5, 4,9, 5,0, 5,5., 5,9, 6,0, 6,5,
6,9,70,7,5,79,8,0,8,5,89,9,0,9,5,9,9, 10, 10,5, 10,9, 11, 11,5, 11,9, 12, 12,5, 12,9, 13,0, 13,5, 13,9, 14, 14,5,
15, 15,5, 15,9, 16, 16,5, 16,9, 17, 17,5, 17,9, 18, 18,5, 18,9, 19, 19,5, 19,9, 20, 20,5, 20,9, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 96, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500,
2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500 y/o 5000 pug/ml de concentracién en suero por administracion tnica o multiple, o
cualquiera de sus intervalo, valores o fracciones.

Alternativamente, la dosis administrada puede variar dependiendo de factores conocidos, tales como las caracte-
risticas farmacodindmicas del agente particular, y su modo y ruta de administracién; la edad, la salud, y el peso del
receptor; la naturaleza y el grado de los sintomas, el tipo de tratamiento simultdneo, la frecuencia de tratamiento,
y el efecto deseado. Usualmente una dosis de ingrediente activo puede ser de 0,1 a 100 miligramos por kilogramo
de peso corporal. Por lo general es eficaz de 0,1 a 50, y preferiblemente de 0,1 a 10 miligramos por kilogramo por
administracién o en forma de liberacion sostenida para obtener los resultados deseados.

A modo de ejemplo no limitante, el tratamiento de seres humanos o animales puede proporcionarse en forma de
una dosificacién tinica o periddica de al menos un anticuerpo de la presente invencién de 0,1 a 100 mg/kg, por ejemplo
0,5,09,1,0,1,1,1,5,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 mg/kg, por dia, durante al menos uno de los dias 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 0 40, o,
alternativamente o adicionalmente, al menos una de las semanas 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48,
49, 50, 51, 6 52, o, alternativamente o adicionalmente, al menos unode 1, 2, 3,4, 5,6,,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19 0 20 afios, o cualquiera de sus combinaciones, utilizando infusién tnica o dosis repetidas.

Las formas de dosificaciéon (composicién) adecuadas para la administracién interna contienen generalmente de
aproximadamente 0,1 miligramos a aproximadamente 500 miligramos de ingrediente activo por unidad o contenedor.
En estas composiciones farmacéuticas el ingrediente activo estard presente por lo comtn en una cantidad de aproxi-
madamente 0,5 a 99,999%, en peso, basdndose en el peso total de la composicion.

Para la administracion parenteral, el anticuerpo puede ser formulado como una solucidn, suspensioén, emulsién o
polvo liofilizado proporcionados asociados, o por separado, con un vehiculo parenteral farmacéuticamente aceptable.
Los ejemplos de tales vehiculos son: agua, solucién salina, solucién de Ringer, solucién de dextrosa y albimina de
suero humano al 1-10%. También se pueden utilizar liposomas y vehiculos no acuosos tales como aceites fijados. El
vehiculo o polvo liofilizado pueden contener aditivos que mantienen la isotonicidad (por ejemplo, cloruro de sodio,
manitol) y la estabilidad quimica (por ejemplo, tampones y conservantes). La formulacion se esteriliza mediante
técnicas conocidas o adecuadas.

Los portadores farmacéuticos adecuados se describen en la edicién més reciente de Remington’s Pharmaceutical
Sciences, A. Osol, un texto de referencia modelo en este campo.

Administracion Alternativa

De acuerdo con la presente invencion se pueden utilizar muchos modos conocidos y desarrollados para la admi-
nistracién de cantidades farmacéuticamente eficaces de al menos un anticuerpo anti-integrina dual de acuerdo con la
presente invencién. Si bien se utiliza la administracién pulmonar en la siguiente descripcién, se pueden utilizar otros
modos de administracion segiin la presente invencién con resultados adecuados.

Los anticuerpos contra la integrina dual de la presente invencidén se pueden entregar en un portador, como una
solucién, emulsion, coloide, o suspensién, o como un polvo seco, utilizando cualquiera de una variedad de dispositivos
y métodos adecuados para la administracién mediante inhalacién u otros modos descritos en la presente memoria o
conocidos en la técnica.
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Formulacion y Administracion Parenteral

Las formulaciones para la administracién parenteral puede contener como excipientes comunes agua estéril o so-
lucién salina, polialquilenglicoles tales como polietilenglicol, aceites de origen vegetal, naftalenos hidrogenados y
similares. Las suspensiones acuosas u oleosas para inyectables se pueden preparar utilizando un emulsionante o hu-
midificador adecuado y un agente suspensor, de acuerdo con los métodos ya conocidos. Los agentes para inyectables
pueden ser un agente diluyente administrable no oralmente, no téxico tal como una solucién acuosa o una solucién o
suspension inyectable estéril en un solvente. En cuanto al vehiculo o disolvente utilizables se permiten, agua, solucién
de Ringer, solucidn salina isotdnica, etc.; como disolvente corriente, o disolvente suspensor, se puede utilizar un aceite
no volatil estéril. Para estos propésitos, se puede utilizar cualquier clase de aceite y dcidos grasos no volatiles, inclu-
yendo los aceites grasos o dcidos grasos naturales o sintéticos o semisintéticos; mono- o di- o triglicéridos naturales
o sintéticos o semisintéticos. Las administracion parenteral es conocida en la técnica e incluye, pero no estd limitada
a, medios convencionales de inyeccidn, un dispositivo de inyeccidn sin aguja con gas a presiéon como se describe en
la Patente de los Estados Unidos Num. 5.851.198, y un dispositivo perforador ldser como se describe en la Patente de
los Estados Unidos Nuim. 5.839.446.

Liberacion Alternativa

La invencidn se refiere adicionalmente a la administracién de al menos un anticuerpo anti-integrina dual por via
parenteral, subcutdnea, intramuscular, intravenosa, intrarticular, intrabronquial, intraabdominal, intracapsular, intra-
cartilaginosa, intracavitaria intracelial, intracelebelar, intracerebroventricular, intracélica, intracervical, intragéstrico,
intrahepatica, intramiocardica, intraosteal, intrapélvica, intrapericardiaca, intraperitoneal, intrapleural, intraprostatica,
intrapulmonar, intrarrectal, intrarrenal, intrarretiniana, intraespinal, intrasinovial, intratoricica, intrauterina, intravesi-
cal, bolo, vaginal, rectal, bucal, sublingual, intranasal o transdérmica. Se puede preparar al menos una composicién
de anticuerpo anti-integrina dual para su uso por via parenteral (subcutdnea, intramuscular o intravenosa) o cualquier
otra administracién particularmente en forma de soluciones o suspensiones liquidas; para su uso en la administracién
vaginal o rectal particularmente en las formas semisélidas, tales como, pero no limitadas a, cremas y supositorios;
para la administracién bucal, o sublingual, tal como, pero no limitadas a, en forma de comprimidos o cipsulas, o
intranasalmente tal como, pero no limitadas a, la forma de polvos, gotas nasales o aerosoles o ciertos agentes; o trans-
dérmicamente tal como no limitadas a un gel, pomada, locién, suspensioén o sistema de liberaciéon mediante parche
con potenciadores quimicos, tales como dimetilsulféxido para modificar la estructura de la piel o para aumentar la
concentracion de farmaco en el parche transdérmico (Junginger, et al. En “Drug Permeation Enhancement”; Hsieh,
D. S., Eds., pags. 59-90 (Marcel Dekker, Inc. New York 1994), o con agentes oxidantes que permiten la aplicacién
de las formulaciones que contienen proteinas y péptidos sobre la piel (documento WO 98/53847), o aplicaciones de
campos eléctricos para crear vias de transporte transitorias tales como la electroporacién, o para aumentar la movilidad
de los farmacos cargados a través de la piel tales como la iontoforesis, o la aplicacién de ultrasonidos tales como la
sonoforesis (Patentes de los Estados Unidos Nums. 4.309.989 y 4.767.402).

Administracion Pulmonar/Nasal

Para la administracién pulmonar, preferiblemente se libera al menos una composicién de anticuerpo anti-integrina
dual a un tamaflo de particula eficaz para alcanzar las vias respiratorias inferiores de los pulmones o los senos. De
acuerdo con la invencién, se puede liberar al menos un anticuerpo anti-integrina dual mediante cualquiera de una
variedad de dispositivos de inhalacién o nasales conocidos en la técnica para la administracién de un agente terapéu-
tico mediante inhalacion. Estos dispositivos capaces de depositar las formulaciones en aerosol en la cavidad sinusal
o los alvéolos de un paciente incluyen los inhaladores de dosis medidas, los dosificadores, los nebulizadores, los ge-
neradores de polvo seco, los pulverizadores, y similares. Otros dispositivos adecuados para dirigir la administracién
pulmonar o nasal de anticuerpos también son conocidos en la técnica. En todos estos dispositivos se puede hacer uso
de las formulaciones adecuadas para la administracion para dispensar el anticuerpo en un aerosol. Tales aerosoles
pueden estar compuestos de cualquiera de las soluciones (acuosas y no acuosas) o particulas sdlidas. Los inhaladores
de dosis medidas tales como el inhalador de dosis medida Ventolin®, suelen utilizar un gas propelente y requieren ac-
cionamiento durante la inspiracién (Véanse, por ejemplo, el documento WO 94/16970, el documento WO 98/35888).
Los inhaladores de polvo seco como Turbuhaler® (Astra), Rotahaler® (Glaxo), Diskus® (Glaxo), el inhalador Spiros®
(Dura), los dispositivos comercializados por Inhale Therapeutics, y el inhalador de polvo Spinhaler® (Fisons), utilizan
el accionamiento mediante respiracién de un polvo mezclado (documento US 4668218 Astra, documento EP 237507
Astra, documento WO 97/25086 Glaxo, documento WO 94/08552 Dura, documento US 5458135 Inhale, documento
WO 94/06498 Fisons). Los nebulizadores como AERx™ Aradigm, el nebulizador Ultravent® (Mallinckrodt), y el
nebulizador Acorn II® (Marquest Medical Products) (documento US 5404871 Aradigm, documento WO 97/22376),
incorporadas las referencias anteriores en su totalidad a la presente memoria como referencia, producen aerosoles a
partir de soluciones, mientras que los inhaladores de dosis medidas, los inhaladores de polvo seco, etc. generan aero-
soles de particulas pequefias. Estos ejemplos especificos de los dispositivos de inhalacién comercialmente disponibles
estdn destinados a ser un representante de los dispositivos especificos para la prictica de esta invencidn, y no se pre-
tende que limiten el alcance de la invencién. Preferiblemente, se libera una composicién que comprende al menos
un anticuerpo anti-integrina dual mediante un inhalador de polvo seco o un pulverizador. Hay varias caracteristicas
deseables de un dispositivo de inhalacién para la administracién de al menos un anticuerpo de la presente invencion.
Por ejemplo, la liberacién mediante el dispositivo de inhalacién es ventajosamente fiable, reproducible y exacta. El
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dispositivo de inhalacién, opcionalmente, puede liberar pequefias particulas secas, por ejemplo, menores de 10 ym,
preferiblemente de aproximadamente 1-5 ym, para una buena respirabilidad.

Administracion de Composiciones contra integrina dual en forma de Pulverizacion

Una pulverizacion que incluye la proteina de la composicién contra la integrina dual puede ser producida impe-
liendo una suspensién o solucién de al menos un anticuerpo anti-integrina dual a través de una boquilla a presién. El
tamafio de la boquilla y la configuracién, la presién aplicada, y la velocidad de introduccion del liquido se pueden
elegir para lograr el rendimiento y el tamafio de particula deseado. Una electropulverizacion se puede producir, por
ejemplo, mediante un campo eléctrico conectado a una alimentacion capilar o mediante boquilla. Ventajosamente, las
particulas de al menos una proteina de la composicién de anticuerpo anti-integrina dual liberadas por un pulverizador
tienen un tamafio de particula inferior a aproximadamente 10 um, preferiblemente en el intervalo de aproximadamente
1 ym a aproximadamente de 5 ym, y muy preferiblemente de aproximadamente 2 ym, a aproximadamente 3 um.

Las formulaciones de al menos una proteina de la composicién de anticuerpo anti-integrina dual adecuadas para su
uso con un pulverizador incluyen tipicamente proteinas de composiciones de anticuerpos en una solucién acuosa a una
concentracion de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 100 mg de al menos una proteina de la composicién
de anticuerpo anti-integrina dual por ml de solucién o en mg/g, o cualquier intervalo o valor en el mismo, por ejemplo,
pero no limitado a, 0,1, 0,2., 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 2,3, 4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 mg/ml o mg/g. La formulacién
puede incluir agentes tales como un excipiente, un tampon, un agente isotonico, un conservante, un tensioactivo, y,
preferiblemente, cinc. La formulacién puede también incluir un excipiente o agente para la estabilizacién de la proteina
de la composicién de anticuerpos, tal como un tampdn, un agente reductor, una proteina en masa, o un carbohidrato.
Las proteinas en masa ttiles en la formulacién de proteinas de las composicién de anticuerpos incluyen albimina,
protamina, o similares. Los hidratos de carbono tipicos ttiles en la formulacién de proteinas de la composicién de
anticuerpos incluyen sacarosa, manitol, lactosa, trehalosa, glucosa, o similares. La formulacién de proteina de la
composicion de anticuerpos también puede incluir un tensioactivo, que puede reducir o evitar la agregacion inducida
por la superficie de la proteina de la composicién de anticuerpos causada por la atomizacién de la solucién al formar un
aerosol. Se pueden emplear diversos tensioactivos convencionales, tales como ésteres y alcoholes de dcidos grasos de
polioxietileno, y ésteres de 4cidos grasos de polioxietilensorbitol. Las cantidades oscilaran generalmente entre 0,001
y 14% en peso de la formulacién. Especialmente los tensioactivos preferidos para los fines de la presente invencién
son monooleato de polioxietilensorbitdn, polisorbato 80, polisorbato 20, o similares. También se pueden incluir en la
formulacidn agentes adicionales conocidos en la técnica para la formulacion de una proteina tales como los anticuerpos
contra integrinas duales, o porciones especificadas o variantes.

Administracion de composiciones de anticuerpo contra integrina dual mediante un Nebulizador

Las proteinas de las composiciones de anticuerpos se pueden administrar mediante un nebulizador, tal como un
nebulizador de chorro o un nebulizador ultrasénico. Normalmente, en un nebulizador de chorro, se utiliza una fuente
de aire comprimido para crear un chorro de aire de alta velocidad a través de un orificio. A medida que el gas se
expande fuera de la boquilla, se crea una region de baja presion, que retira una solucion de proteinas de la composicién
de anticuerpos a través de un tubo capilar conectado a un depésito de liquido. El flujo de liquido desde el tubo
capilar se corta en forma de filamentos inestables y gotitas a medida que sale del tubo, creando el aerosol. Se pueden
emplear una gama de configuraciones, velocidades de flujo, y tipos de deflexion para obtener las caracteristicas de
rendimiento deseadas de un nebulizador de chorro dado. En un nebulizador ultrasénico, se utiliza energia eléctrica
de alta frecuencia para crear energia vibracional, mecédnica, empleando tipicamente un transductor piezoeléctrico.
Esta energia se transmite a la formulacién de proteinas de la composicion de anticuerpos ya sea directamente o a
través de un fluido de acoplamiento, creando un aerosol que incluye la proteina de la composicion de anticuerpos.
Ventajosamente, las particulas de proteina de la composicién de anticuerpos liberadas mediante un nebulizador tienen
un tamaifio de particula inferior a aproximadamente 10 um, preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 1 ym
a aproximadamente 5 ym, y muy preferiblemente de aproximadamente 2 ym a aproximadamente 3 um.

Las formulaciones de al menos un anticuerpo anti-integrina dual adecuadas para su uso con un nebulizador, ya
sea de chorro o ultrasénico, incluyen tipicamente una concentracioén de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente
100 mg de al menos una proteina de anticuerpo anti-integrina dual por ml de solucién. La formulacién puede incluir
agentes tales como un excipiente, un tampdn, un agente isoténico, un conservante, un tensioactivo, y, preferiblemente,
cinc. La formulacién puede también incluir un excipiente o agente para la estabilizacién de la al menos una proteina
de la composicién de anticuerpo anti-integrina dual, tal como tampdn, un agente reductor, una proteina en masa,
o un carbohidrato. Las proteinas en masa ttiles en la formulacién de al menos una proteina de la composicién de
anticuerpo anti-integrina dual son la albimina, la protamina, o similares. Los hidratos de carbono tipicos ttiles en la
formulacién de al menos un anticuerpo anti-integrina dual incluyen sacarosa, manitol, lactosa, trehalosa, glucosa, o
similares. La al menos una formulacién de anticuerpo anti-integrina dual también puede incluir un tensioactivo, que
puede reducir o evitar la agregacion inducida por la superficie de el al menos un anticuerpo anti-integrina dual causada
por la atomizacién de la solucidn al formar un aerosol. Se pueden emplear varios tensioactivos convencionales, tales
como ésteres y alcoholes de acidos grasos de polioxietileno, y ésteres de 4dcidos grasos de polioxietilensorbitdn. Las
cantidades por lo general oscilardn entre 0,001 y 4% en peso de la formulacién. Los tensioactivos especialmente
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preferidos para los fines de esta invencién son monooleato polioxietilensorbitdn, polisorbato 80, polisorbato 20, o
similares. También pueden incluirse en la formulacién agentes adicionales conocidos en la técnica para la formulacién
de una proteina tal como la proteina del anticuerpo.

Administracion de Composiciones de anticuerpos contra integrina dual Mediante un Inhalador de Dosis Medida

En un inhalador de dosis medida (IDM), un propelente, al menos un anticuerpo anti-integrina dual, y cualquier
excipiente u otros aditivos estdn contenidos en un recipiente en forma de una mezcla que incluye un gas comprimido
licuado. El accionamiento de la valvula reguladora libera la mezcla en forma de aerosol, que contiene preferiblemente
particulas en el rango de tamafio de menos de aproximadamente 10 um, preferiblemente de aproximadamente 1 ym a
aproximadamente 5 ym, y muy preferiblemente de aproximadamente 2 um a aproximadamente 3 um. El tamafio de-
seado de particulas de aerosol se puede obtener mediante el empleo de una formulacién de proteinas de la composicién
de anticuerpos producida mediante diversos métodos conocidos por los expertos en la técnica, incluyendo molienda de
chorro, secado por aspersion, condensacion de punto critico, o similares. Los inhaladores de dosis medida preferidos
son los fabricados por 3M o Glaxo y emplean un propelente hidrofluorocarbonado.

Las formulaciones de al menos un anticuerpo anti-integrina dual para su uso con un dispositivo inhalador de dosis
medida incluirdn generalmente un polvo finamente dividido que contiene al menos un anticuerpo anti-integrina dual
en forma de una suspension en un medio no acuoso, por ejemplo, suspendido en un propelente con la ayuda de un
tensioactivo. El propelente puede ser cualquier sustancia convencional empleada para este fin, tal como un clorofluo-
rocarbono, un hidroclorofluorocarbono, un hidrofluorocarbono, o un hidrocarburo, incluyendo triclorofluorometano,
diclorodifluorometano, diclorotetrafluoroetanol y 1,1,1,2 tetrafluoroetano, HFA-134a (hidrofluroalcano 134a-), HFA-
227 (hidrofluroalcano-227), o similares. Preferiblemente, el propelente es un hidrofluorocarbono. El tensioactivo se
puede elegir para estabilizar el al menos un anticuerpo anti-integrina dual en forma de una suspension en el propelente,
para proteger el agente activo de la degradacién quimica, y similares. Los tensioactivos adecuados incluyen trioleato
de sorbitdn, lecitina de soja, 4cido oleico, o similares. En algunos casos se prefieren los aerosoles en solucién que utili-
zan disolventes tales como el etanol. También pueden estar incluidos en la formulacién agentes adicionales conocidos
en la técnica para la formulacién de una proteina tal como la proteina.

Un experto normal en la técnica reconocerd que los métodos de la presente invencién se pueden lograr mediante
la administracién pulmonar de al menos una composicién de anticuerpo anti-integrina dual a través de dispositivos no
descritos en la presente memoria.

Formulacion y Administracion Oral

Las formulaciones para la administracién oral dependen de la administracién conjunta de coadyuvantes (por ejem-
plo, resorcinoles y tensioactivos no iénicos tales como polioxietilenoleiléter y n-hexadecilpolietilenéter) para aumentar
artificialmente la permeabilidad de las paredes intestinales, asi como la administracién conjunta de inhibidores enzi-
madticos (por ejemplo, inhibidores de la tripsina pancredtica, diisopropilfluorofosfato (DFF) y trasilol) para inhibir la
degradacion enzimatica. El compuesto componente activo de la forma de dosificacién de tipo s6lido para la administra-
cién oral se puede mezclar con al menos un aditivo, incluyendo sacarosa, lactosa, celulosa, manitol, trehalosa, rafinosa,
maltitol, dextrano, almidones, agar, alginatos, quitinas, quitosanos, pectinas, goma de tragacanto, goma ardbiga, ge-
latina, coldgeno, caseina, albimina, polimeros sintéticos o semisintéticos y glicéridos. Estas formas de dosificacién
también pueden contener otros tipos de aditivos, por ejemplo, agentes diluyentes inactivos, lubricantes tales como
estearato de magnesio, parabenos, agentes conservantes tales como 4cido sérbico, dcido ascorbico, alfa-tocoferol, an-
tioxidantes tales como cisteina, disgregantes, aglutinantes, espesantes, agentes tamponadores, edulcorantes, agentes
aromatizantes, agentes perfumantes, etc.

Los comprimidos y las pildoras pueden ser elaboradas adicionalmente en preparaciones con recubrimiento enté-
rico. Las preparaciones liquidas para la administracién oral incluyen preparaciones en emulsion, jarabe, elixir, sus-
pension y solucién permisible para uso médico. Estas preparaciones pueden contener agentes diluyentes inactivos
utilizados habitualmente en dicho campo, por ejemplo, agua. Los liposomas han sido descritos como sistemas de li-
beracién de farmacos para insulina y heparina (Patente de los Estados Unidos Num. 4.239.754). Mds recientemente,
se han utilizado microesferas de polimeros artificiales de aminodcidos mixtos (proteinoides) para liberar formacos
(Patente de los Estados Unidos Num. 4.925.673). Ademads, los compuestos portadores descritos en la Patente de los
Estados Unidos Nim. 5.879.681 y la Patente de los Estados Unidos Num. 5.871.753 utilizados para liberar agentes
biolégicamente activos por via oral son conocidos en la técnica.

Formulacion y Administracion Mucosal

Para la absorcién a través de superficies mucosas, las composiciones y métodos para administrar al menos un
anticuerpo anti-integrina dual incluyen una emulsion que comprende una pluralidad de particulas submicrénicas, una
macromolécula mucoadhesiva, un péptido bioactivo, y una fase acuosa continua, que promueve la absorcion a través de
las superficies mucosales logrando la mucoadherencia de las particulas de la emulsién (Patente de los Estados Unidos
Nums. 5.514.670). Las superficies mucosas adecuadas para la aplicacion de las emulsiones de la presente invencién
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pueden incluir las rutas de administracién corneal, conjuntiva, bucal, sublingual, nasal, vaginal, pulmonar, estomacal,
intestinal y rectal. Las formulaciones para la administracién por via vaginal o rectal, por ejemplo, los supositorios,
pueden contener excipientes, por ejemplo, polialquilenglicoles, vaselina, manteca de cacao, y similares. Las formula-
ciones para la administracion intranasal pueden ser s6lidas y contener como excipientes, por ejemplo, lactosa o pueden
ser soluciones acuosas u oleosas de gotas nasales. Para la administracién bucal los excipientes incluyen azicares, es-
tearato de calcio, estearato de magnesio, almidén pregelinatinizado, y similares (Patente de los Estados Unidos Nim.
5.849.695).

Formulacion y Administracion Transdérmica

Para la administracién transdérmica, el al menos un anticuerpo anti-integrina dual se encapsula en un dispositi-
vo de liberacién tal como un liposoma o nanoparticulas poliméricas, microparticulas, microcdpsulas o microesferas
(referidos colectivamente como microparticulas a menos que se indique lo contrario). Se conocen varios dispositivos
adecuados, incluyendo microparticulas elaboradas a partir de polimeros sintéticos tales como 4cidos polihidroxilados,
como el acido polilactico, el dcido poliglicélico y copolimeros de los mismos, poliortoésteres, polianhidridos y poli-
fosfazenos y polimeros naturales tales como coldgeno, poliaminodcidos, albimina y otras proteinas, alginato y otros
polisacdridos, y sus combinaciones (Patente de los Estados Unidos Nim. 5.814.599).

Administracion y Formulaciones Prolongadas

Puede ser a veces deseable liberar los compuestos de la presente invencion al sujeto, durante periodos prolongados
de tiempo, por ejemplo, durante periodos de una semana a un afio a partir de una tnica administracién. Se pueden
utilizar diversas formas de liberacion lenta, de depdsito o de implante. Por ejemplo, una forma de dosificacién puede
contener una sal farmacéuticamente aceptable no téxica de los compuestos que tiene un bajo grado de solubilidad en
los fluidos corporales, por ejemplo, (a) una sal de adicién de 4cido con un 4cido polibésico tal como écido fosférico,
dcido sulftrico, Acido citrico, dcido tartdrico, 4cido tdnico, dcido pamoico, dcido alginico, dcido poliglutdmico, dcidos
naftaleno mono- o di-sulfénico, dcido poligalacturénico, y similares; (b) una sal con un catién metélico polivalente
tal como cinc, calcio, bismuto, bario, magnesio, aluminio, cobre, cobalto, niquel, cadmio y similares, o con un catién
organico formado a partir de, por ejemplo, N,N’-dibencil-etilendiamina o etilendiamina; o (c) combinaciones de (a) y
(b), por ejemplo una sal tanato de cinc. Adicionalmente, los compuestos de la presente invencidn o, preferiblemente,
una sal relativamente insoluble tal como las que se acaban de describir, se pueden formular en un gel, por ejemplo,
un gel de monoestearato de aluminio con, por ejemplo, aceite de sésamo, adecuado para ser inyectado. Las sales
particularmente preferidas son las sales de cinc, las sales tanato de cinc, las sales pamoato, y similares. Otro tipo de
formulacién de depésito de liberacidn lenta inyectable podria contener el compuesto o la sal dispersados para encap-
sularlos en un polimero no antigénico, no téxico, de degradacién lenta tal como un polimero de 4cido polilactico/acido
poliglicdlico, por ejemplo, como se describe en la Patente de los Estados Unidos Ntim. 3.773.919. Los compuestos o,
preferiblemente, las sales relativamente insolubles tales como las descritas anteriormente también se puede formular
en gldbulos silasticos de matriz de colesterol, en particular para su uso en animales. Las formulaciones de depdsito
o implante de liberacion lenta adicionales, por ejemplo, liposomas de gas o liquido son conocidos en la literatura
(Patente de los Estados Unidos Num. 5.770.222 y “Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems”, J. R.
Robinson ed., Marcel Dekker, Inc., N.Y., 1978).

Después de haber descrito generalmente la invencidn, la misma serd mds ficilmente comprensible mediante la
referencia a los ejemplos siguientes, que se proporcionan a modo de ilustracién y no pretenden ser limitantes.

Ejemplo 1
Clonacion y Expresion del anticuerpo contra integrinas duales en Células de Mamifero

Un vector de expresion tipico de mamiferos contiene al menos un elemento promotor, que media la iniciacion de
la transcripciéon del ARNm, la secuencia codificante del anticuerpo, y las sefales necesarias para la terminacién de
la transcripcion y la poliadenilacién del transcrito. Otros elementos incluyen potenciadores, secuencias de Kozak y
secuencias interpuestas flanqueadas por sitios donadores y aceptores de empalme del ARN. La transcripcién de alta
eficacia se puede lograr con los promotores tempranos y tardios de SV40, las repeticiones terminales largas (LTR) de
Retrovirus, por ejemplo, RSV, HTLVI, HIVI y el promotor temprano de citomegalovirus (CMV). Sin embargo, tam-
bién se pueden utilizar elementos celulares (por ejemplo, el promotor de la actina humana). Los vectores de expresién
adecuados para su uso en la prictica de la presente invencién incluyen, por ejemplo, vectores tales como pIRES1neo,
pRetro-Off, pRetro-On, PLXSN, or pLNCX (Clonetech Labs, Palo Alto, CA), pcDNA3.1 (+/-), pcDNA/Zeo (+/-)
or pcDNA3.1/Hygro (+/-) (Invitrogen), PSVL and PMSG (Pharmacia, Uppsala, Suecia), pRSVcat (ATCC 37152),
pSV2dhfr (ATCC 37146) and pBC12MI (ATCC 67109). Las células anfitrionas de mamiferos que se pueden utilizar
incluyen células Hela 293, H9 y Jurkat humanas, células NIH3T3 y C127 de ratén, Cos 1, Cos 7y CV 1, células QC1-
3 de codorniz, células L de ratén y células de ovario de hamster chino (CHO).
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Alternativamente, el gen se puede expresar en lineas celulares estables que contienen el gen integrado en un cro-
mosoma. La co-transfeccién con un marcador seleccionable, como dhfr, GPT, neomicina, e higromicina permite la
identificacion y el aislamiento de las células transfectadas.

El gen transfectado también puede ser amplificado para expresar grandes cantidades del anticuerpo codificado. El
marcador de la DHFR (dihidrofolato reductasa) es ttil para desarrollar lineas celulares que llevan copias de varios
cientos o incluso miles de genes de interés. Otro marcador de seleccion ttil es la enzima glutamina sintetasa (GS)
(Murphy, et al., Biochem. J. 227:277-279 (1991); Bebbington, et al., Bio/Technology 10:169-175 (1992)). Utilizando
estos marcadores, las células de mamifero se cultivan en un medio selectivo y se seleccionan las células con mayor
resistencia. Estas lineas celulares contienen el gen o los genes amplificados integrados en un cromosoma. Las células
de ovario de hamster chino (CHO) y NSO se utilizan a menudo para la produccién de anticuerpos.

Los vectores de expresiéon PC1 y PC4 contienen el promotor fuerte (LTR) del virus del Sarcoma de Rous (Cullen,
et al. Molec. Céll. Biol. 5:438-447 (1985)) ademas de un fragmento del intensificador de CMV (Boshart, et al., la
célula 41:521-530 (1985)). Los sitios de clonacién miiltiple, por ejemplo, con los sitios de escisidn para las enzimas
de restriccion BamHI, Xbal y Asp718, facilitan la clonacién del gen de interés. Los vectores contienen ademads el
intrén 3’, la sefial de poliadenilacion y de terminacion del gen de la preproinsulina de rata.

Clonacion y Expresion en Células CHO

El vector PC4 se utiliza para la expresion de anticuerpos contra la integrina dual. El pldsmido pC4 es un derivado
del plasmido pSV2-dhfr (Niim. de Acceso ATCC 37146). El plasmido contiene el gen DHFR de rat6n bajo el control
del promotor temprano de SV40. Las células de ovario de hamster chino u otras células que carecen de actividad
dihidrofolato que son transfectadas con estos plasmidos se pueden seleccionar haciendo crecer las células en un me-
dio selectivo (por ejemplo, MEM menos alfa, Life Technologies, Gaithersburg, MD) con un suplemento del agente
quimioterapéutico metotrexato. La amplificacion de los genes DHFR en las células resistentes a metotrexato (MTX),
ha sido bien documentada (véase, por ejemplo, F. W. Alt, ef al., J. Biol. Chem. 253:1357-1370 (1978); J. L. Hamlin
and C. Ma, Biochem. et Biophys. Acta 1097:107-143 (1990); and M. J. Page and M. A. Sydenham, Biotechnology
9:64-68 (1991)). Las células desarrolladas en concentraciones crecientes de MTX desarrollan resistencia al farmaco
por sobreproduccién de la enzima diana, DHFR, como resultado de la amplificacién del gen DHFR. Si un segundo
gen estd conectado al gen DHFR, por lo general es co-amplificado y expresado al alza. Es conocido en la técnica
que este enfoque se puede utilizar para desarrollar lineas celulares que transporten mas de 1.000 copias del gen o los
genes amplificados. Posteriormente, cuando se retira el metotrexato, se obtienen lineas celulares que contienen el gen
amplificado integrado en uno o mds cromosomas de la célula anfitriona.

El plasmido PC4 contiene para expresar el gen de interés el promotor fuerte de la repeticion terminal larga (LTR)
del virus del Sarcoma de Rous (Cullen, et al., Molec. Cell. Biol. 5:438-447 (1985)) ademds de un fragmento aislado
del intensificador del gen temprano inmediato de citomegalovirus humano (CMV) (Boshart, ef al., Cell 41:521-530
(1985)). Aguas abajo del promotor estdn los sitios de escision para las enzimas de restriccion BamHI, Xbal, y Asp718
que permitirdn la integracién de los genes. Detras de estos sitios de clonacidn el pldsmido contiene el intrén 3’ y el
sitio de poliadenilacién del gen de la preproinsulina de rata. Otros promotores de alta eficacia también se pueden uti-
lizar para la expresion, por ejemplo, el promotor de la b-actina humana, los promotores tempranos o tardios de SV40,
o las repeticiones terminales largas de otros retrovirus, por ejemplo, VIH y HTLVI. Se pueden utilizar los sistemas de
expresion Tet-Off y Tet-On de Clontech y sistemas similares para expresar la integrina dual de una manera regulada
en células de mamiferos (Gossen M. y H. Bujard, Proc. Natl. Acad. SCI. EE.UU. 89: 5.547-5.551 (1992)). Para la po-
liadenilacién del ARNm se pueden utilizar también otras sefiales, por ejemplo, de la hormona del crecimiento humana
o genes de la globina. También se pueden seleccionar lineas celulares estables que portan un gen de interés integrado
en los cromosomas después de la co-transfeccion con un marcador seleccionable, tal como GPT, G418 o higromicina.
Es conveniente utilizar mas de un marcador seleccionable al principio, por ejemplo, G418 mas metotrexato.

El plasmido PC4 es digerido con enzimas de restriccién y a continuacion desfosforilado usando fosfatasa intestinal
de ternera mediante procedimientos conocidos en la técnica. El vector es aislado de un gel de agarosa al 1%.

La secuencia de ADN que codifica el anticuerpo completo contra una integrina dual que corresponde a las regiones
variables HC y LC de un anticuerpo contra una integrina dual de la presente invencion, se utiliza de acuerdo con las
etapas del método conocido. En éste, también se utiliza el acido nucleico aislado que codifica una regién constante
humana adecuada (es decir, las regiones HC y LC).

La variable aislada y la region constante que codifica el ADN y el vector desfosforilado se ligan después con ADN
ligasa de T4. Luego se transforman las células E. coli HB101 o XL-1 Blue y se identifican las bacterias que contienen
el fragmento insertado en el pldsmido PC4, utilizando, por ejemplo, andlisis mediante enzimas de restriccion.

Se utilizan células de ovario de hamster chino (CHO) que carecen de un gen DHFR activo para la transfeccion.
Se co-transfectan 5 ug del pldsmido de expresion PC4 con 0,5 ug del plasmido pSV2-neo usando lipofectina. El
plasmido pSV2neo contiene un marcador seleccionable dominante, el gen neo de Tn5 que codifica una enzima que
confiere resistencia a un grupo de antibidticos incluyendo G418. Las células se siembran en MEM menos alfa con un
suplemento de 1 pg/ml de G418. Al cabo de 2 dias, las células se tripsinizan y se siembran en placas de clonacién
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de hibridomas (Greiner, Alemania) en MEM menos alfa con un suplemento de 10, 25 o 50 ng/ml de metotrexato
més 1 ug/ml de G418. Después de aproximadamente 10-14 dias los clones individuales se tripsinizan y después se
siembran en placas Petri de 6 pocillos o en matraces de 10 ml utilizando diferentes concentraciones de metotrexato
(50 nM, 100 nM, 200 nM, 400 nM, 800 nM). Los clones que crecen a las concentraciones mds altas de metotrexato
se transfieren después a nuevas placas de 6 pocillos que contienen las concentraciones mas altas de metotrexato (1
mM, 2 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM). El mismo procedimiento se repite hasta que se obtienen clones que crecen a una
concentracion de 100 a 200 mM. La expresién del producto génico deseado se analiza, por ejemplo, mediante SDS-
PAGE y transferencia Western o mediante analisis HPLC de fase inversa.

Ejemplo 2

Meétodo de elaboracion y caracterizacion del ejemplo no limitante del anticuerpo contra la integrina dual humana
completo

Resumen. Los ratones hibridos F, (CBA/J x C57/BL6/J) (Taylor et al., International Immunology 6:579-591
(1993); Lonberg et al., Nature 368:856-859 (1994); Neuberger, Nature Biotechnology 14:826 (1996); Fishwild e al.,
Nature Biotechnology 14:845-851 (1996)) que contenian los transgenes del anticuerpo de la region variable y cons-
tante humana para las cadenas tanto pesada como ligera se inmunizaron con V3 de placenta humana. Una fusién
proporcioné 2 anticuerpos monoclonales IgG1k reactivos con V33 totalmente humanos, denominados Gen0O.95 y
GenO.101. Los anticuerpos anti-a V33 totalmente humanos se caracterizaron adicionalmente y se encontré que ambos
eran reactivos con los heterodimeros a V33 y V35 sugiriendo especificidad para la cadena alfa compartida por ambas
moléculas. Un Acm, GenO.95, también conocido como CNTO 95, inhibe la unién de VB3 y V5 a vitronectina en
ensayos basados en células.

Abreviaturas

BSA - albimina de suero bovino

CO, - di6xido de carbono

DMSO - dimetilsulféxido

EIA - inmunoensayo enziméatico

FBS - suero fetal bovino

H,O0, - peréxido de hidrégeno

HC - cadena pesada

HRP - peroxidasa de rdbano picante

Ig - inmunoglobulina

IP - intraperitoneal

IV - intravenosa

Acm - anticuerpo monoclonal

DO - densidad 6ptica

OPD - Dihidrocloruro de o-fenilendiamina

PEG - polietilenglicol

PSA - penicilina, estreptomicina, anfotericina

RT - temperatura ambiente

SQ - subcutdnea

TBS - Tampén Tris salino

v/v - volumen por volumen

p/v - peso por unidad de volumen
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Introduccion

Los autores de la presente invencién han utilizado ratones transgénicos que contienen genes humanos de cadenas
ligeras y pesadas de inmunoglobulina para generar anticuerpos monoclonales totalmente humanos que son especificos
de las integrinas a'V. Estos anticuerpos novedosos se pueden utilizar terapéuticamente para inhibir el proceso angio-
génico al bloquear la unién de las integrinas 'V a sus respectivos ligandos de la MEC y proporcionar herramientas
adicionales en el tratamiento de diversos canceres.

Materiales y Métodos
Animales

Los ratones transgénicos que han sido desarrollados por GenPharm Internacional expresan inmunoglobulinas hu-
manas, pero no IgM o Igk de ratén. Estos ratones contienen los transgenes de la secuencia humanas que experimentan
unién V(D)J, cambio de clase de cadena pesada y mutacidon somadtica para generar un repertorio de inmunoglobulinas
de secuencia humana (Taylor ef al., International Immunology 6:579-591 (1993)). El transgén de la cadena ligera esta
derivado en parte de un clon de cromosoma artificial de levadura que incluye casi la mitad de la regién Vk humana
de la linea germinal. Ademads de varios genes VH, el transgén de la cadena pesada (HC) codifica u humana y y1 hu-
mana (Lonberg et al., Nature 368:856-859 (1994)) y/o regiones constantes y3. Se utilizé un ratén derivado del linaje
genotipico HCO12 en la inmunizacion y el proceso de fusién para generar estos anticuerpos monoclonales.

Purificacion de aVB3 Humana

Se extrajeron células de placenta humana (despedazada con una picadora de carne) o células de melanoma humano
M21 que expresan la integrina @ V3 con una solucién salina que contenia Tris 20 mM, pH 7.5, CaCl, 1 mM, MnCl,
1 mM, Octiltioglucésido 100 mM (OTG de Pierce), azida de sodio al 0,05% y fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM
(Sigma). La mezcla se agité durante 1 hora a temperatura ambiente y se aclaré mediante centrifugacién a 10.000xg. El
sobrenadante de los extractos de placenta se aplicé a una columna de afinidad que consistia en el Acm 10ES acoplado
a sefarosa (Pharmacia) para eliminar GPIIb/IIIa y la fraccién de flujo continuo se aplicé a una columna de afinidad que
consistia en Fab de Acm c7E3 acoplado a sefarosa (Pharmacia) para la unién a @Vg3. La columna c¢7E3 se lavé con
PBS que contenia CaCl, 1 mM, MnCl, 1 mM, y OTG al 0,1% seguido de acetato de sodio 0,1 M, pH 4,5, CaCl, 1 mM,
MnCl, 1 mM y OTG al 0,1%, pH 3,0. La columna se hizo eluir con glicina 0,1 M, 4cido acético al 2%, CaCl, 1 mM,
MnCl, 1 mM y OTG al 0,1%. El producto eluido que contenia @ V33 purificada se neutralizé con Tris 2M, pH 8,5. La
pureza de las preparaciones se caracterizé mediante analisis SDS-PAGE y ELISA para descartar la contaminacién por
GPIIb/IIa (Wayner, et al., J. Cell Biol. 113: 919-929 (1991)).

Inmunizaciones

Se inmunizé IP un ratén macho castrado quirdrgicamente de 17 semanas de edad obtenido de GenPharm (200 mL)
y en 2 sitios SQ (100 uL por sitio) con un total de 20 ug de aVB3 placentaria (fraccién V de preparacién, JG21197)
emulsionada con un volumen igual de adyuvante completo de Freund (dia 0). El rat6n fue inmunizado dos semanas
después de la misma manera con VB3 emulsionada con un volumen igual de coadyuvante incompleto de Freund. Se
administraron tres inyecciones subsiguientes de 10 ug IP/10 ug SQ con adyuvante incompleto de Freund los dias 28,
42y 56. El rat6n se desangré después los dias 42 y 56 mediante puncion retro-orbital sin anti-coagulante. La sangre se
dejé coagular a temperatura ambiente durante una hora y el suero se recogi6 y se tituld utilizando un ensayo EIA en
fase solida para @ V3. La fusién, llamada GenO, se realizé cuando inyecciones repetidas no causaron el aumento de
los titulos. En ese momento, al ratén con un titulo de IgG humana especifico de 1:1280 contra VB3 se le administré
una inyeccion final IV de refuerzo de 10 ug de @VB3 diluida en 100 uL de solucién salina fisiolégica. Tres dias
después, el ratén fue sacrificado por dislocacidn cervical y el bazo fue retirado de forma aséptica y sumergido en 10
mL de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) que contenfa 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina,
y 0,25 ug/ml de anfotericina B (PSA). Los esplenocitos se cosecharon perfundiendo en condiciones estériles el bazo
con PSA-PBS. Las células se lavaron una vez en PSA-PBS frio, se contaron utilizando exclusién con colorante azul
Tripan y se resuspendieron en medio RPMI 1640 que contenia Hepes 25 mM.

Lineas Celulares

El compaiiero de fusién de mieloma de ratén no secretor SP2/0 fue recibido en el grupo Cell Biology Services
(CBS) el 9-1-93. La linea celular se expandi6é en medio «MEM (modificado) (JRH Biosciences) con un suplemento
de FBS al 10% (v/v) (Cell Culture Labs), piruvato de sodio 1 mM, NEAA 0,1 mM, L-glutamina 2 mM (todos de
JRH Biosciences) y se crioconservo en FBS al 95% y DMSO al 5% (Sigma), luego se almacend en un congelador de
nitrégeno liquido en fase de vapor en el CBS. El banco de células era estéril (Quality Control Centocor, Malvem) y
estaba libre de micoplasma (Bionique Laboratories). Las células se mantuvieron en cultivo en fase log hasta su fusion.
Se lavaron en PBS, se contaron y se determind la viabilidad (>95%) a través de la exclusion con colorante azul tripan
antes de la fusion.
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La linea celular M21, un melanoma humano que expresa las integrinas V33 y @ V5, se expandi6 y se criocon-
servo. El banco de células de investigacion de 10 viales fue recibido en el Cell Biology Services y almacenado en
nitrégeno liquido. El banco de células era estéril y estaba libre de micoplasma (Bionique Laboratories). La linea celu-
lar MDAMBA435L2, un carcinoma de mama humano, fue una donacién de la Dra. Janet Price (MD Anderson, Houston
TX) y expresa la integrina @ VB3. La linea celular fue crioconservada en el Cell Biology Services. El banco de células
era estéril y estaba libre de micoplasma (Bionique Laboratories). Las células M21 y MDAMB435L2 se desconge-
laron, se propagaron en los medios apropiados y se mantuvieron en fase log durante varios dias antes de su uso en
bioensayos o se dejé que alcanzaran la confluencia para su uso en la purificacion de las proteinas @ V33 (células M21).

Fusion Celular

La fusién se llevd a cabo en una proporcién 1:1 de células de mieloma murino (SP2/0) con respecto a células
del bazo viables. Brevemente, las células del bazo y las células del mieloma se sedimentaron juntas. El sedimento se
resuspendi6 lentamente, durante 30 segundos, en 1 ml de solucién de PEG/PBS al 50% (p/v) (peso molecular de PEG
3000, Sigma) a 37°C. La fusién fue detenida afiadiendo lentamente 1 mL de PBS de Dulbecco (JRH) (37°C) durante
1 minuto. Se afiadieron 19 mL adicionales de PBS a los largo de los siguientes 90 segundos. Las células fusionadas se
centrifugaron durante 5 minutos a 750 rpm. Las células se resuspendieron después en medio HAT (medio eMEM que
contenia Suero Fetal Bovino al 20% (JRH), piruvato de sodio 1 mM, L-glutamina 2 mM, aminodcidos no esenciales
0,1 mM, de gentamicina de 10 mg/mL, suplemento de cultivo Origen al 2,5% (Fisher), 2-mercaptoetanol 50 mM,
hipoxantina 100 mM, aminopterina 0,4 mM, y timidina 16 mM) y después se cultivaron en placa a 200 uL/pocillo en
trece placas de cultivo de tejidos de fondo plano de 96 pocillos. Las placas se colocaron después en una incubadora a
37°C humidificada con 5% de CO, y 95% de aire durante 7-10 dias.

Deteccion de Anticuerpos 1gG Humanos anti-a V33 en Suero de Raton

Se utilizaron EIA en fase sdlida para escrutar los sueros de ratén en busca de anticuerpos IgG humanos especificos
para @ V33 humana. En resumen, las placas se recubrieron con aVB3 a 1 ug/mL en PBS durante la noche. Después
de lavar en solucién salina 0,15 M que contenfa Tween 20 al 0,02% (v/v), los pocillos se bloquearon con BSA al
1% (p/v) en HBSS con Ca** y Mg**, 200 uL/pocillo durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se utilizaron
inmediatamente o se congelaron a -20°C para su uso futuro. Los sueros de raton se incubaron en diluciones a la mitad
en placas recubiertas con VB3 a 50 uL/pocillo a temperatura ambiente durante 1 hora. Las placas se lavaron de nuevo
y luego se sondearon con 50 uL/pocillo de anti-IgG humana de cabra marcada con HRP, especifico para Fc (Accurate)
diluido 1:30.000 en BSA-PBS al 1% durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron de nuevo y se
afiadieron 100 uL/pocillo de la solucién sustrato de citrato-fosfato (acido citrico 0,1 M y fosfato de sodio 0,2 M, H,0,
al 0,01% y OPD de 1 mg/mL) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después se afiadié solucién de parada
(4cido sulfirico 4N) a 25 uL/pocillo y las densidades Opticas se leyeron a 490 nm a través de un espectrofotometro
automadtico de placas.

Deteccion de Inmunoglobulinas Totalmente Humanas en Sobrenadantes de Hibridoma

Debido a que el ratén GenPharm es capaz de generar cadenas de inmunoglobulina tanto de ratén como humanas,
se detectaron hibridomas de crecimiento positivo que secretan inmunoglobulinas completamente humanas utilizando
dos sistemas de EIA separados. Las placas se recubrieron como se ha descrito anteriormente y los sobrenadantes de
hibridoma sin diluir se incubaron en las placas durante una hora a 37°C. Las placas se lavaron y se sondearon con
anticuerpo de cabra anti-kappa humana marcada con HRP (Southern de Biotech) diluido 1:10.000 en BSA-HBSS al
1% o con anticuerpo de cabra especifico anti-Fc de IgG humana marcado con HRP diluido 1:30.000 en BSA-HBSS al
1% durante una hora a 37°C. Las placas se incubaron con la solucién sustrato como se ha descrito anteriormente.

Isotipaje

La determinacién del isotipo de los anticuerpos se realizé utilizando un EIA en un formato similar al utilizado para
escrutar el suero inmune del ratén en busca de titulos especificos. Se aplicé como recubrimiento V33 sobre placas de
96 pocillos como se ha descrito anteriormente y el anticuerpo purificado a 2 ug/mL se incubé sobre la placa durante
una hora a temperatura ambiente. La placa se lavé y se sonde6 con mediante anti-IgG, humana de cabra marcada
con HRP (Binding Site) o anti-IgG; humana de cabra marcada HRP diluido 1:4000 (Zymed) en BSA-HBSS al 1%
durante una hora a temperatura ambiente. La placa se lavé nuevamente y se incubd con una solucién sustrato como se
ha descrito anteriormente.

Caracteristicas Union de los Anticuerpos Monoclonales Humanos Mediante EIA
Las caracteristicas de unién de los anticuerpos se evaluaron utilizando un EIA de captura para @V33. Se recubrieron
placas Linbro con aVB3 a 1 ug/ml en TBS con de calcio 2 mM durante la noche a 4°C. Las placas se lavaron y

bloquearon con TBS/BSA al 1%/calcio durante al menos una hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos purificados
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se incubaron en las diluciones a la mitad a partir de una concentracién de partida de 2 ug/mL. Las placas se lavaron y se
afiadieron los anticuerpos conjugados (anti-Fc de IgG humana de cabra marcada con HRP a 1:30.000) y se incubaron
sobre placas durante una hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron y se afladié sustrato OPD a los pocillos.
Las placas se leyeron a través de un espectrofotometro automatico de placas.

Competicion de la Union de Gen095 a Células M21 por Diversos Acm anti-Integrina Comerciales

Las células M21 se tripsinizaron a partir de matraces de cultivo, se lavaron y se resuspendieron en HBSS/calcio a
2 x 109 células/mL. Se marcé previamente Gen095 con FITC-anti-Fc humana de cabra (Jackson) durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Se incubaron 10X concentraciones de GenO95 de 200 ug/ml o 20 pg/ml con FITC-anti-
IgG humana de cabra a 250 ug/mL. Se incubaron alicuotas de 100 uL de células M21 (2 x 10° células) con 12
uL de 10X GenO95 a concentraciones altas (20 ug/ml final) y bajas (2 ug/mL final) + 12 uL de los anticuerpos
murinos siguientes: anticuerpos IgG m7E3, anti-o V33 (clon LM609, Chemicon), anti-a VS5 (clon P1F6, Gibco), anti-
B3 (Chemicon, AMAC), o anti-aV (clon VNR139, Gibco) (a 20 ug/mL) durante 45 minutos a 37°C. Se retir6 una
alicuota de cada tubo (para el andlisis bicolor) y el resto se fijaron con paraformaldehido al 1% y se analizaron en un
citometro de flujo. Para el andlisis bicolor, una alicuota (50 uL) se incub6 con PE-anti-IgG ratén de cabra durante 30
minutos a temperatura ambiente para marcar anticuerpos anti-& V33 murino, anti-a V3, anti-c33, o anti-a'V para el
andlisis bicolor. Todos los tubos se fijaron con paraformaldehido al 1%.

Inhibicion de la Adherencia de las Células M21 o las Células MDAMB435L2 Dependiente de aVB3 o aVp5 a
placas recubiertas con Vitronectina con Acm Especificos de aVB3/aVB5

Se recubrieron placas Linbro durante 1 hora a temperatura ambiente con 50 uL/pocillo de vitronectina (Collabora-
tive, Becton Dickinson) a 5 ug/ml en TBS con calcio 2 mM. Las placas se lavaron con HBSS/calcio y se bloquearon
con TBS que contenia calcio 2 mM y BSA al 1% durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las células M21 se
tripsinizaron, se lavaron una vez con los medios que contenian FCS y se resuspendieron en 3 ml de HBSS sin calcio.
Todos los lavados se realizaron con centrifugaciones de 10 minutos a 1000 rpm en una centrifuga de mesa Sorvall.
Para el marcaje fluorescente de las células, se afiadi6 calceina (Molecular Probes) (5 mg/mL en DMSO) a las células
a una concentracién final de 100 yg/mL en un tubo de 50 mL cénico (envuelto en papel de aluminio). Las células
se incubaron durante 10 a 15 minutos a 37°C. Las células marcadas con calceina se lavaron una vez con HBSS y se
resuspendieron en HBSS con un suplemento de BSA al 0,1% y MgCl, 1 mM. Los anticuerpos se titularon (dilucién
seriada 1:14) en HBSS/BSA al 0,1%/calcio 2 mM a 10X concentracién final. Las células (300 uL a 7,5 x 10%/mL) se
preincubaron con titulaciones de anticuerpos (37 uL de la solucién 10X) + ascitis anti-aVB5 (P1F6) (Chemicon) (37
L de 1:600 (10X)) durante 15 min a 37°C. La mezcla de células-anticuerpos se afiadi6 a las placas recubiertas con vi-
tronectina a 100 uL/pocillo por triplicado (aproximadamente 6 x 10° células/pocillo). Las placas se incubaron durante
45 minutos a 37°C. Las células no unidas se eliminaron mediante dos lavados con HBSS/calcio (150 uL/pocillo). Se
afiadieron 100 ul de HBSS/calcio a cada pocillo y la placa se ley6 en el Fluoroskan a 485-538 nm.

En un ensayo independiente, se cosecharon células de carcinoma de mama humano MDAMB435L2 con Versene
y se suspendieron en medios sin suero a 500.000 células/mL y se incubaron con distintas concentraciones de Gen095.
Después de 10 minutos de incubacidn, se afiadi6 la suspension de células tumorales (100 pL) a las placas Linbro
recubiertas con vitronectina (10 yg/mL) y se incubé a 37°C. Después de una hora, los pocillos se lavaron tres veces
con medios sin suero (200 uL/lavado) y se afiadi6 colorante Cell Titer AQ basado en MTT (Promega) a cada pocillo.
El grado de adherencia celular se determiné en un lector de placas ELISA donde la DO490 nm es directamente
proporcional a la adherencia celular. La adherencia celular a los pocillos recubiertos con BSA sirvié como control
negativo.

Determinacion de la Dependencia de Ca** para la Union de Acm anti-aVB3/a V5 Humana a Sus Ligandos

Para determinar la dependencia de los cationes en la unién de CNTO 95 y C372 a aVf33 o a'Vf35, se utiliz6 un ETIA
en fase liquida. Se recubrieron placas de EIA (Corning) con Acm de IgG CNTO 95, C372, ¢c7E3 0 LM609 a 10 ug/mL
en tampodn de recubrimiento de carbonato durante la noche a 4EC. Las placas se bloquearon con BSA al 1% diluida en
HBSS en presencia o ausencia de Ca™ 2 mM al menos durante una hora a 37°C. Se preincubaron diluciones a la mitad
de aVB3 (log JG52599) o aVBS (Chemicon) partiendo a 10 ug/mL con EDTA 50 mM (Sigma) en BSA al 1%/HBSS
sin Ca** o con BSA al 1%/HBSS con Ca** durante 30 minutos a 37°C. Las mezclas se afiadieron después a las placas
y se incubaron durante 30 minutos a 37°C. Las placas se lavaron después y se afiadieron Acm no competitivos a las
placas de la siguiente manera: a las placas recubiertas con CNTO 95, C372, c7E3 para detectar la unién de V3, se
le anadi6 el Acm LM609 a 20 g/ml en BSA al 1%/HBSS a Ca**; a la placa recubierta con LM609 para detectar la
unién de V33, se le anadi6 el Acm CANTO 95 a 20 ug/mL en BSA al 1%/HBSS a Ca**; a las placas recubiertas
con CNTO 95, C372, c7E3 para detectar la unién a V35, se les afiadi6 Acm VNR139 (Gibco) a 10 ug/mL en BSA
al 1%/HBSS a Ca*™* y se incubaron durante 30 minutos a 37°C. Las placas se lavaron de nuevo y se sondearon con
anti-Fc de IgG de ratén de cabra marcada con HRP o con anti-Fc de IgG humana de cabra marcada con HRP en un
tamp6n adecuado y se incubaron durante 30 minutos a 37°C. Las placas se lavaron, se afiadié sustrato OPD y se midi6
la DO490 como se ha descrito previamente.
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Resultados y Discusion
Generacion de Anticuerpos Monoclonales Anti-Integrina V33 Humana Totalmente Humanos

Una fusion, denominada GenO, se realiz6 a partir de un ratén GenPharm inmunizado con la proteina aVB3. A
partir de esta fusion, se escrutaron 129 hibridos de crecimiento positivo. Se identificaron dos lineas celulares de
hibridomas que secretaban anticuerpos IgG totalmente humanos reactivos con VB3 humana. Estas dos lineas celu-
lares, Gen0.95.9.12 y Gen0O.101.17.22, secretan cada una inmunoglobulinas del isotipo IgG1k humano y ambas se
subclonaron dos veces mediante dilucion limitante para obtener lineas celulares estables (>90% homogéneas). A Ge-
n0.95.9.12 se le asigno el cédigo C Nim. CNTO 95 y a GenO.101.17.22 se le asigno el cédigo C Nim. C372A. Cada
una de las lineas celulares se congel6 en bancos celulares de investigacion de 12 viales almacenados en LN2.

Caracteristicas de Union de los Anticuerpos Monoclonales Humanos mediante EIA

El anélisis ELISA confirmé que los anticuerpos purificados de los dos hibridomas, CNTO 95 y C372A, se unen
a V3 de una manera dependiente de la concentracién. La Figura 1 muestra los resultados de la eficacia relativa de
unioén de los anticuerpos. Se consigue 50% de unién a 0,07 y 0,7 ug/mL para C372A y CNTO 95 respectivamente. En
el mismo ensayo, IgG de c7E3 demostré cincuenta por ciento de unién méxima a 0,07 pg/mL.

Competicion de la Union de Acm Gen095 a Células M2 1 Mediante Acm anti-Integrina Asequibles Comercialmente
Mediante el anélisis de un solo color, ninguno de los anticuerpos anti-a,3;, anti-@,fs, anti-8;, o anti-a, murinos
compitié con CNTO 95 por la unién a las células M21 (Tabla 1). Este experimento también demuestra que CNTO 95

se une a las células M21 de una manera dependiente de la dosis. El andlisis bicolor demostré que los anticuerpos anti-
a,f3;, anti-a,fs, anti-B;, o anti-a, murinos fueron capaces de unirse a las células M21 (datos no mostrados).

TABLA 1

Competicion de la Union de Gen095 a las Células M21 mediante Acm anti-Integrina Murinos

Anticuerpo Gen095 marcado con FITC-anti-Fc
Competitivo humano de cabra

2 ng/mL 20 pg/mL

MCF %Positivo MCF %Positivo
negativo (sin 2,69 2,69
GenQ095)
Positivo (solucién|4,33 |100% 14,33 |100%
salina)
IgG m7E3 5,73 |132% 14,72 |103%
IM609 (anti-oPs) 4,78 |110% 13,34 |93%
anti-Bs; (Chemicon) |5,42 |125% 13,10 [91%
anti-Bs (AMAC) 4,61 |106% 13,10 [91%
P1F6 (anti-owBs) 4,87 |112% 14,46 |101%
VNR139 (anti-oy) 4,61 |106% 14,86 |104%
MCF = Fluorescencia del Canal Medio
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Inhibicion de la Adherencia Celular de Células M21 o MDAMB435L2 Dependiente de aVB3 o aVB5 a placas
recubiertas de Vitronectina mediante Acm Especificos de aVB3/aVpB5

Las M21 células se adhieren a placas de vitronectina recubiertas de una manera dependiente de aVB5 y a V3. Por
lo tanto, se requiere el bloqueo de VB3 y de V5 para inhibir completamente la adherencia celular de M21 a placas
recubiertas de vitronectina. C372A no inhibi6 la adherencia celular de M21 en presencia o ausencia de P1F6, ascitis
anti-aVB5 (Figura 2). Gen095 (CNTO 95) inhibié completamente la adherencia celular de M21 a placas recubiertas
con vitronectina y sin ascitis anti-a,85 (P1F6), lo que indica que el anticuerpo bloquea tanto @V3 como a V5. Como
control de los pardmetros de ensayo, se incluyé ReoPro (Fab c7E3) que bloquea a VB3 (ademds de GPIIb/IIIa). ReoPro
solo inhibe sélo parcialmente la adherencia celular de M21, ReoPro en presencia de ascitis anti-@,85 (P1F6) inhibi6
completamente la adherencia, lo que demuestra que las células M21 se unen a la vitronectina a través de las integrinas
tanto @,/8; como «,f3s. Los datos fueron normalizados al porcentaje de unién maxima de las células M21 en ausencia
de antagonista +/- ascitis anti-a VS5 (P1F6). Para la titulacidn del antagonista sin P1F6, los datos se normalizaron a la
unién maxima de las células M21 en ausencia de antagonista o P1F6. Para la titulacién del antagonista en presencia de
P1F6, los datos se normalizaron a la unién maxima en ausencia de antagonista pero en presencia de P1F6. Los datos
se representaron como el porcentaje de la unién méaxima (sin anticuerpos) y la regresién no lineal se realiz6 utilizando
GraphPad Prism.

El Acm GenO95 también demostré la capacidad de inhibir completamente la adherencia de las células
MDAUB435L2 a la vitronectina a una concentracion minima de 1,5 ug/mL (Figura 3). Estos datos, combinados
con los datos que indica la inhibicién de la adherencia de las células M21, confirman la capacidad de GenO95 para
inhibir funcionalmente la interaccion del receptor de @ V33 y/o @ VS5 con la vitronectina.

Determinacion de la Dependencia de Ca** para la Union de Acm anti-aVB3/aVB5 Humanas a Sus Ligandos

Se sabe que la presencia del catién calcio es necesaria para que el Acm c7E3 se una a @V3 y no es un requisito
para la unién del Acm LM609 a aVB3 como se demuestra en las Figuras 4c y 4d respectivamente. Este experimento
se llevé a cabo para evaluar si la dependencia de calcio también se aplica a las caracteristicas de unién de CNTO 95 o
C372 para las integrinas @V33 o @ V5. Una concentracion en exceso de EDTA se introdujo en el formato de ensayo
para quelar el Ca presente en el bolsillo de unién de los heterodimeros de integrina y por lo tanto, la unién se evalué en
ausencia del catién. Se encontré que la unién de CNTO 95 y C372 a VB3 no depende de la presencia de Ca (Figura
4a, 4b). Lo mismo se verifica para la unién de CNTO 95 a V35 pero no asi, sin embargo, para la unién de C372 a
a V5 (Figura 4e, 4f) puesto que la unién parece aumentar en presencia de Ca.
Conclusion

La fusion GenO se realiz6 utilizando esplenocitos de un ratén hibrido que contenia transgenes de anticuerpos de la
region variable y constante humanos que se inmunizé con @ VB3 humanas. Se generaron dos anticuerpos monoclonales
IgG reactivos con aVB3 totalmente humanos del isotipo IgG1k. Estos Acm se caracterizaron adicionalmente y se
encontrd que ambos se unen a las integrinas VB3 y aVB5. Se demostré que la unién de los dos Acm era independiente
de calcio para @Vf3 y dependiente de calcio para V35 sélo para la unién de C372. Por otra parte, un Acm, GenO95
(CNTO 95), es capaz de inhibir completamente la unién de @VB3 y V35 al ligando vitronectina en ensayos basados
en células. Este Acm se podria demostrar 1til en aplicaciones anti-angiogénicas y otras relacionadas con el céncer.
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Ejemplo 3
Afinidades de Union para el Anticuerpo Contra Integrinas Duales
Introduccion

Gen0.95, también conocido como CNTO 95, es un anticuerpo monoclonal humano generado inmunizando ratones
hibridos F2 (CBA/J x C57/BL6/J, Internacional GenPharm) con «,f3;, la integrina purificada de placenta humana. El
anticuerpo se compone de las regiones variable y constante de IgG1 kappa humana y se ha encontrado que es reactivo
tanto con «,3; como con «,f3s, lo que sugiere una especificidad para la cadena alfa compartida por las dos moléculas
de integrina.
Objetivo

El propésito de este estudio es caracterizar la afinidad de unién de GenO.05 a las integrinas a,f3; y @,8s purificadas
y a las lineas celulares que expresan la integrina beta. Para una caracterizacion adicional, los valores de unién serdn
comparados entre GenO.95 y ReoPro.
Abreviaturas

Kd, constante de disociacién en equilibrio, expresada en M

Bmax = nimero maximo de sitios de union

Materiales y métodos
Lineas Celulares

Se cultivaron células A375S2, una linea celular de melanoma humano que expresa las integrinas @,8; y a,8s, en
medio minimo de Dulbecco (DMEM) que contenia suero bovino fetal al 10% (FBS, Cell Culture Labs), piruvato de
sodio 1 mM, aminodcidos no esenciales 0,1 mM, y L-glutamina 2 mM (todos de JRH Biosciences).

Se cultivaron células HT29, una linea celular de carcinoma de colon humano que expresa @,fs y @,8; minima (NB
4546, p207) en DMEM que contenia FBS al 10%, piruvato de sodio 1 mM, aminodcidos no esenciales 0,1 mM, y L-
glutamina 2 mM.

Se cultivaron células M21, un melanoma humano que expresa las integrinas a,8; y @,fs, obtenidas del Dr. J.
Jakubowski (Eli Lilly, Inc.), en medio RPMI (JRH Biosciences) que contenia FBS al 10%, piruvato de sodio 1 mM,
aminodcidos no esenciales 0,1 mM, y L-glutamina 2 mM.

Integrinas

Se purificé el lote JG22499 de a,; en Centocor a partir de placenta humana. Se adquiri6 otro lote de integrina
a,f3; (formulacién octilada, lote 19100991) de Chemicon. Se adquirié @, (formulacién en Tritén, lote 20030055,
lote 1910990 y formulacién octilada, lote 19060747) de Chemicon.

Anticuerpos

Se purificé GenO.95 a partir del sobrenadante del cultivo celular mediante cromatografia con Proteina A. Se fabricé
ReoPro en Centocor, Inc. Se adquirieron LM609, un anticuerpo murino anti-«,8; humana, (1976ZK, lote 20020559 y
lote 1910329) y P1F6, un anticuerpo murino anti-,8s humana (1961 P-K, lote 17110560) de Chemicon.

Radiomarcaje

Se radiomarcaron los anticuerpos con Na-I'* (Amersham, IL) utilizando Iodobeads (Pierce Chemicals, IL) a una
actividad especifica de 1-2 uCi/ug. Se determiné la concentracién de anticuerpo (mg/ml) dividiendo la adsorcién

(DO/ml) a 280 nm por 1,4. Se determiné la actividad especifica del anticuerpo yodado diluyendo el anticuerpo y
sometiendo a recuento una alicuota en el contador gamma o Topcounter (Packard).
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cpm/volumen (ml) x factor dilucion

Actividad especifica (cpm/ug) =
concentracion (ug/ml determinado por lectura a DO4g)

Ensayo de union a placas recubiertas con integrina

Se diluy¢ integrina «,8; 0 @,B5 a 1 ug/ml en solucién salina tamponada con Tris (TBS, Tris 10 mM, NaCl 100 mM,
pH 7.5) que contenia cloruro de calcio 2 mM (TBS/Ca*™) y se aplicé como recubrimiento a 50 ul por pocillo sobre
placas Linbro de poliestireno de 966 pocillos (Flow/ICN) durante la noche a 4°C. Las placas se lavaron con TBS/Ca**
y se bloquearon con albimina de suero bovino al 1% (BSA) en TBS/Ca*™* durante 1 h a la temperatura ambiente. Se
afiadieron cincuenta microlitros de anticuerpo diluido por triplicado a los pocillos recubiertos y se incubaron durante
2 h a 37°C. Después de tres lavados con tamp6n TBS-Tween (TBS + Tween 20 al 0,1%), se afiadi6 F(ab’), anti-IgG
humana de cabra conjugada con peroxidasa (H+L, Jackson lote 16869), a una dilucién 1:40:000 en BSA-TBS al 1%
y se incubd durante 1 hora a la temperatura ambiente. Las placas se lavaron tres veces, y se revelaron con solucién
sustrato de dihidrocloruro de o-fenilendiamina (OPD, Sigma) que consistia en 4cido citrico 0,1 M, fosfato de sodio
0,2 M, H,0, al 0,01% y 1 mg/ml de OPD. El desarrollo de color se detuvo después de 15 minutos a la temperatura
ambiente con H,SO, 0,3 N, y las placas se leyeron a una DO,y nm en el lector de placa Molecular Dynamics.

Se generaron curvas de unién con GraphPad PRISM (versién 3, GraphPad Software). Los resultados se expresaron
aun % de unién maxima del valor de saturacién. La Kd, la constante de disociacién de la unién en equilibrio (expresada
como M), fue determinada a partir del ajuste de regresion no lineal de los datos utilizando PRISM.

Andlisis de union celular

Se afiadieron 50 ul de anticuerpo radiomarcado diluido en medio RPMI al 2% que contenia albimina de suero
bovino al 2% (JRH Biosciences) por triplicado a células confluentes cultivadas en placas para el cultivo de tejidos de
96 pocillos (Packard). Las células se incubaron durante 1,5 h a 37°C; se lavaron suavemente tres veces con solucién
salina tamponada de Hanks que contenia calcio y magnesio (HBSS++, JRH Biosciences) y después se aspiraron. Se
afladieron 100 microlitros de Mycosinct 20 (Packard) por pocillo, y se cuantificé la radiactividad unida a las células
en el TopCounter (Packard).

Para determinar la unién no especifica, se realizaron experimentos con un grupo similar de diluciones en presencia
de un exceso de 100 veces de anticuerpo no marcado.

Para determinar el nimero de células cultivadas en placa en cada pocillo, se separaron las células de varios pocillos
con tripsina, se reunieron y se contaron al microscopio. El nimero de receptores por célula se calculé como sigue:

cpm unidas especificas x 6,023 x 1023 moléculas/mol

NUmero de receptores/célula=

actividad especifica (cpm/g) x peso mol. (g/mol) x num. de células

Bmax, los sitios de unién méaxima por célula, y la Kd fueron determinados a partir del ajuste de regresion no lineal
de los datos utilizando PRISM.

Resultados y Discusion

La determinacién de los valores de la afinidad de unidn se realizé midiendo la unién de diferentes concentraciones
de GenO.95 (y ReoPro) a las integrinas «,3; y a,0s purificadas y a los receptores de la superficie celular en equilibrio.
Las curvas de union a la saturacién fueron hipérbolas rectangulares, sugiriendo un tinico sitio de unién al receptor para
Gen0.95 y ReoPro (Figs. 5-6; Motulsky H, 1999). Los andlisis de estos datos de unién a la saturacién (algunas veces
denominados experimentos de Scatchard) se realizaron utilizando un ajuste de regresién no lineal de la hipérbola de
un sitio en PRISM para obtener una afinidad, Kd, y un niimero de receptores, Bmax (Motulsky H, 1999).

Se utilizaron varios lotes de GenO.95, ReoPro e integrinas purificadas para asegurar una determinacién exacta de
los valores de afinidad en la unién. La curva de unién a la saturaciéon de GenO.95 sobre una placa recubierta con
a,f3; (Fig. 5A) y la curva de unién de ReoPro sobre una placa recubierta con a,3; (Fig. 5B) representan la media y la
desviacidn tipica de seis experimentos por separado. Se encontré que los resultados obtenidos con la formulacién en
Tritén de @, 8; eran mas reproducibles que los obtenidos a partir de la formulacién octilada. Sobre las placas recubiertas
con a,3, la Kd media de GenQ.95 fue de 2,1 + 1,33 x 107! M; y la Kd de ReoPro media fue de 2,5 + 1,46 x 107! M.
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La curva de unién a la saturacién de GenO.95 sobre una placa recubierta con .35 (Fig. 6A) y la curva de unién de
ReoPro sobre una placa recubierta con .5 (Fig. 6B) se muestran como la media y la desviacion tipica de seis expe-
rimentos separados. Los resultados obtenidos con la formulacién octilada fueron mds consistentes que los obtenidos
con la formulacién en Tritén. La Kd media de GenO.95 sobre .85 fue de 2,5 + 1,04 x 107!! M. ReoPro no mostrd
union ni respuesta a la dosis sobre las placas recubiertas con «,s.

Los valores de afinidad de unién para las integrinas purificadas se compararon con la unién a receptores expresados
sobre diferentes lineas celulares. La Figura 7A-C muestra la unién de GenQ.95-1'% con las células A375S2 que
expresan a,3; y @85 (Fig. 7A). Los valores de la afinidad media sobre las células A375S2 fueron: Kd = 5,2 + 2,04 x
107° M; y 120.000 + 37.000 receptores/célula. Las células HT-29 expresan «,8s. Los valores de afinidad para la unién
de Gen0.95-1'> a las células HT-29 fueron: Kd = 1,3 + 3,76 x 1071 M; y 81.000 + 24.000 receptores/célula (Fig. 7B).
Las células M21 expresan las integrinas @,; y a,8s. La unién de Gen0O.95-1'* a las células M21 fue: Kd = 8,5 + 3,03
x 107 M; y 200.000 + 80.000 receptores/célula (Fig. 7C).

Se realizaron estudios de unién a células similares con ReoPro-1'?* sobre diferentes lineas celulares.

La Figura 8A-C muestra la unién de ReoPro-1'* con células A375S2 y los valores medios obtenidos fueron: Kd
=22 +3,7x 107 M; y 370.000 + 190.000 receptores/célula (Fig. 8A). Sobre las células HT-29, ReoPro-I'* mostr6
una unién minima (Fig. 8B). La unién de ReoPro-I'* a las células M21 mostré: Kd = 10 + 2,00 x 10~° M y 660.000
+ 120.000 receptores/célula (Fig. 8C). Los valores de unién de ReoPro-1'* sobre las células M21 son coherentes con
los valores publicados previamente (Tam et al, 1998).

En las Tablas 2-3 se muestra un resumen de los resultados de la unién.

TABLA 2

Resumen de las afinidades de GenO.95 y ReoPro hacia las integrinas purificadas

Placa recubierta con Placa recubierta con
avps (n = 6) avps (n = 6)
Kd (M) Kd (M)
Gen0.95 |2,1 + 1,33 x 107*° 2,5+ 1,04 x 107
ReoPro 2,5 + 1,46 x 1077 Insignificante
TABLA 3
Resumen de las afinidades de Gen0.95 y ReoPro hacia las células
Células |Células Células |Células Células |Células
A37582 A37582 HT-29 HT-29 M21 M21
Kd (M) Receptores |Kd (M) Receptores |[Kd (M) Receptores
por célula por célula Por célula
Gen0.95(5,242,04 [120.000 +|1,3+0,38 |81.000 +|8,5+3,03 |200.000 +
X 1077]37.000 X 107°124.000 X 107?|80.000
(n=5) (n=7) (n=5) (n=7) (n=4) (n=8)
ReoPro [22£3,7 370.000 % |Insigni- |Insigni- 10£2,00 ]660.000
x 1077 190.000 ficante |ficante X 1077 |+120.000
(n=6) (n=4) (n=4) (n=3) (n=7)

41




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2346 041 T3

Se utilizaron cultivos en matriz de fibrina tridimensional para demostrar que este anticuerpo puede tener propieda-
des anti-angiogénicas potenciales.

Introduccion

Existe en la actualidad una evidencia considerable de que el crecimiento progresivo del tumor depende de la an-
giogénesis, la formacién de nuevos vasos sanguineos. Estos vasos sanguineos proporcionan a los tumores nutrientes
y oxigeno, eliminan los productos de desecho y actian como conductos para la metdstasis de las células tumorales
en sitios distantes (1). Estudios recientes han definido adicionalmente diferentes papeles de las integrinas en el pro-
ceso angiogénico. Las integrinas son protefnas transmembrana heterodiméricas que juegan un importante papel en la
mediacién de la adherencia, la migracién, la supervivencia, y la proliferacién celular (2). La expresién de la integri-
na avB3 es minima en los vasos sanguineos en reposo o normales pero estd significativamente regulada al alza en
las células vasculares angiogénicas (1-3). También se ha demostrado que la integrina @vB5 intimamente relacionada
pero distinta media el proceso angiogénico. Un anticuerpo generado contra avB33 bloqueaba la angiogénesis inducida
por el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), mientras un anticuerpo especifico para @vB5 inhibia la
angiogénesis inducida por el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (1-5).

La angiogénesis puede ser imitada in vitro por un andlisis mediante brote endotelial. Este sistema implica la migra-
cion y proliferacion de células endoteliales. GenO95 es un anticuerpo monoclonal humano que reconoce las integrinas
avB3y avBs, y estas integrinas regulan la migracidn y proliferacion de las células endoteliales. Por lo tanto, los auto-
res de la presente invencion determinaron si GenO95 podia inhibir el brote de las células endoteliales. Este ejemplo
describe experimentos que demuestran que GenO95 inhibe el brote de células endoteliales humanas que se desarrollan
en una matriz de fibrina.

Materiales

Se obtuvieron el factor de crecimiento de fibroblastos basico humano (bFGF) y el factor de crecimiento endotelial
vascular humano 165 (VEGF ;) de R&D Systems (Minneapolis, MN). El MAB 1976Z (LM609), un anticuerpo
monoclonal contra la integrina av3 y el MAB 1961 (PIF6), un anticuerpo monoclonal contra la integrina @v85
se adquirieron de Chemicon (Temecula, CA). ReoPro y GenO95 se obtuvieron del Departamento de Tecnologia de
Anticuerpos y Farmacologia Clinica de Centocor. El fibrin6geno humano (sin plasminégeno, proteina coagulable
>95%) y la gelatina de piel bovina se adquirieron de Sigma (Saint Louis, MI).

Lineas Celulares

Las Huvec, células endoteliales de vena umbilical humana, se adquirieron de Clonetics (Walkersville, MA). Las
Huvec se cultivaron en un kit con medio basal endotelial (EBM) (Clonetics) que contenia FBS al 10%, factor de
crecimiento de tipo insulinico 1 long R, 4cido ascérbico, hidrocortisona, factor de crecimiento epidérmico humano,
factor de crecimiento endotelial vascular humano, hFGF-b, sulfato de gentamicina, y anfotericina-B. Las células fueron
incubadas a 37°C y 5% de CO, y el medio se cambid cada 2 a 3 dias. En todos los experimentos se utilizaron solamente
de 3 a 8 pases.

Andlisis de Brote basado en un Microportador de Fibrina

Se utilizé una modificacién de los métodos de Nehls y Drenckhahn (6) para medir la formacién de tubo capilar
en matriz a base de fibrina tridimensional. Se prepararon microportadores Cytodex-3 recubiertos de gelatina (MC,
Sigma) de acuerdo con las recomendaciones del proveedor. Se suspendieron los MC recién sometidos a autoclave en
EBM-2 + FBS al 20% y se afiadieron células endoteliales a una concentracién final de 40 células/MC. Se dej6 que
las células se anclaran a los MC durante una incubacién de 4 horas a 37°C. Los MC se suspendieron después en un
gran volumen de medio y se cultivaron durante 2 a 4 dias a 37°C en atmdsfera con un 5% de CO,. Los MC se agitaron
ocasionalmente para evitar la agregacion de las cuentas recubiertas de células. Los MC se embebieron en un gel de
fibrina que se habia preparado como sigue: se disolvid fibrinégeno humano (2 mg/ml) en medio EBM-2 plano que
contenia bFGF o suero. Esta solucién también contenia diferentes anticuerpos. Para evitar el exceso de fibrinolisis
por las células embebidas en fibrina, se afiadi6 aprotinina a la solucién de fibrinégeno y al medio de crecimiento a
200 U/ml. Se afiadieron los microportadores recubiertos de células a la solucién de fibrin6geno a una densidad de
100 a 200 MC/ml (50-100 cuentas/por pocillo-placa de 48 pocillos) y se indujo la coagulacién mediante la adicién
de trombina (0,5 U/ml). Una vez completada la coagulacidn, se afiadieron 0,5 ml de solucién (que contenia todos los
componentes descritos antes excepto fibrindgeno y trombina) a las matrices de fibrina. Las placas se incubaron a 37°C
y 5% de CO, durante 1 a 3 dfas. Después de 1-3 dias, se fijaron los geles con paraformaldehido al 3% disuelto en PBS,
y se cuantificé el nimero de brotes capilares con una longitud que excediera el didmetro de la cuenta de MC (150 pm).
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Resultados y Discusion

Las Huvec pueden formar brotes de tipo capilar cuando se cultivan en un gel de fibrina (Figura 9). Las células
endoteliales migran hacia el exterior desde las cuentas recubiertas de gelatina y se prolongan en largos filopodios. Los
brotes largos consisten en varias células que forman un lumen. Este proceso se asemeja a la formacién de microcapila-
res in vivo, debido a que implica migracidn, invasion y proliferacién celular de células endoteliales. La cuantificacién
de la formacién de brotes reveld que GenO95 inhibia la formacion de brotes de células endoteliales en medio con
bFGF o completo (Figura 10). La combinacién de LM609 y P1F6 inhibia rutinariamente el brote mas eficazmente que
GenO95 (Figura 11).

Conclusion

La formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos sanguineos existentes es un rasgo distintivo de angio-
génesis. Este proceso puede ser imitado in vitro mediante el ensayo del brote endotelial. Estos brotes representan los
microcapilares que se forman en respuesta a los estimulos angiogénicos tales como bFGF o una variedad de estimulos
que estdn presentes en el suero. GenO95 inhibia de una manera dependiente de la dosis el brote de células endoteliales
estimulado por medio con bFGF y completo, sugiriendo que este anticuerpo puede inhibir eficazmente la funcién de
avfp3y avps. Se desconoce por qué GenO95 no era tan eficaz como la combinacién de LM609 y P1F6, pero es posible
que GenO95 reconozca avB3 y avBS con una afinidad menor en comparaciéon con LM609 y P1F6, respectivamente.
En conjunto, estos datos demuestran que GenO95 puede inhibir el complejo proceso de formacién de microcapilares
in vitro.
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Ejemplo 5

Efecto del anticuerpo Contra Integrinas Duales sobre la Adherencia, la Migracion y la Invasion de las Células Endo-
teliales y Tumorales

Resumen

Se inmunizaron ratones hibridos F, (CBA/J x C57/BL6/J) (1-4) que contenian transgenes para el anticuerpo de
la regidn variable y constante humana para las cadenas tanto pesada como ligera con avB3 de placenta humana.
Una fusién proporciond un anticuerpo monoclonal IgGk reactivo con avf33 totalmente humano denominado GenO95.
Se encontrd que el anticuerpo totalmente humano era reactivo con las integrinas avB3 y avp5 (5). Estas integrinas
participan en la adherencia, la migracidn, y la invasién de las células endoteliales y tumorales. Por lo tanto, los autores
de la presente invencion caracterizaron el efecto de Gen095 sobre la motilidad celular mediada por integrina. Gen095
inhibe la unién de las células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) y de melanoma humano a vitronectina,
coldgeno desnaturalizado, fibrindgeno y fibrina, pero no bloquea la adherencia celular a fibronectina y a coldgeno de
tipo I. GenO95 también inhibe la migracién de células endoteliales que han sido estimuladas con factor de crecimiento
de fibroblastos bdsico y suero a una dosis baja. GenO95 inhibe la invasion de las células tumorales a través de un gel de
fibrina. En conclusién, GenO95 bloquea funcionalmente av33 y @vB5 en una variedad de ensayos basados en células
in vitro.
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Abreviaturas

BSA - albimina de suero bovino

CO, - didxido de carbono

DMSO - dimetilsulféxido

FBS - suero bovino fetal

Ig - inmunoglobulina

Acm - anticuerpo monoclonal

DO - densidad 6ptica

RT - temperatura ambiente

HUVEC - células endoteliales de vena umbilical humana

bFGF - factor de crecimiento de fibroblastos basico bovino
Introduccion

Existe ahora una evidencia considerable de que el crecimiento progresivo del tumor es dependiente de la angiogé-
nesis. La formacién de nuevos vasos sanguineos proporciona a los tumores nutrientes y oxigeno, elimina los productos
de desecho y actia como conductos para la diseminacidn de las células tumorales a sitios distantes. Varios estudios
han definido el papel de las integrinas en el proceso angiogénico. Las integrinas son proteinas transmembrana hete-
rodiméricas que juegan un papel critico en la adherencia de las células a la matriz extracelular (MEC) y median la
supervivencia, la proliferacion y la migracion celulares (6). Durante el proceso angiogénico, av3 y avf5 son regu-
ladas al alza sobre la superficie de las células endoteliales activadas, 1o que a su vez ayuda a estas células a migrar
y proliferar (6). Un anticuerpo generado contra avf33 bloquea la angiogénesis inducida por el factor de crecimiento
de fibroblastos bdsico (bFGF), mientras un anticuerpo especifico para avf35 inhibe la angiogénesis inducida por el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (6,7). Ademads de regular la angiogénesis, avB5 y avf3 regulan la
adherencia, migracién e invasion celulares, procesos requeridos para la metdstasis de las células tumorales. Estudios
previos indicaron que Gen095 se une a las integrinas @vB5 y avf3 purificadas, por lo tanto, los autores de la presente
invencién determinaron si este anticuerpo podia bloquear funcionalmente la adherencia, migracién e invasion de las
células endoteliales y tumorales mediada por av3 y avps.
Materiales y Métodos

Materiales

Se obtuvieron el factor de crecimiento de fibroblastos bovino (bFGF) y el factor de crecimiento endotelial vascular

humano 165 (VEGF¢s5) de R&D Systems (Minneapolis, MN). Se adquirieron MAB 19767 (LM609), un anticuerpo
monoclonal contra la integrina @vB3 y MAB1961 (PIF6), un anticuerpo monoclonal contra la integrina avg5 de
Chemicon (Temecula, CA). Se obtuvieron ReoPro (lote: 94A04ZE) y Gen095 (lot: JG100899) de Centocor. Los
insertos de cultivo celular BIOCOAT (tamaiio de poro: 8 um) fueron adquiridos de Becton Dickinson (Bedford, MA).
El kit de andlisis de adherencia de células VybrantTM (V-13181) fue adquirido de Molecular Probes (Eugene, OR). El
fibrindgeno libre de plasminégeno humano (agotado para VWF/Fn) fue adquirido de Enzyme Research Labs (South
Bend, IN). La gelatina de piel bovina fue adquirida de Sigma (Saint Louis, MO). Se adquirié vitronectina humana de
Promega (Madison, WI), y se adquirié6 el coldgeno de tipo I de GIBCO BRL (Gaithersburg, MD).

Lineas Celulares

Se adquirieron las células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC), de Clonetics (Walkersville, MA), y
se cultivaron en un kit con medio EBM (Clonetics) que contenia FBS al 10%, factor de crecimiento de tipo insulinico
1 long R, 4cido ascérbico, hidrocortisona, factor de crecimiento epidérmico humano, factor de crecimiento endotelial
vascular humano, sulfato de gentamicina y anfotericina-B. Las células se hicieron crecer a 37°C y 5% de CO, y
el medio se cambi6 cada 2 a 3 dias. Las células se hicieron pasar cuando alcanzaron una confluencia del 80%. Se
utilizaron de 3 a 8 pases en todos los experimentos.

La linea celular de melanoma humano A375S.2 que expresaba las integrinas av3 y avB5 se obtuvo de Centocor
Cell Bank donde la linea celular se consideraba libre de micoplasma y contaminantes bacterianos. Las células se culti-
varon en medio DMEM con un suplemento de FBS al 10%, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, aminoacidos
no esenciales 0,1 mM.
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Se obtuvieron células HT29 de carcinoma de colon humano de Centocor Cell Biology Service Department, donde
se consider6 que la linea celular estaba libre de micoplasma y contaminantes bacterianos. Las células se cultivaron en
un medio @-MEM con un suplemento de FBS al 10%, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, y aminodcidos no
esenciales 0,1 mM.

Citometria de Flujo

Para la deteccion de integrinas superficiales, se cosecharon las células, se enjuagaron, se suspendieron en medio
RPMI sin suplemento, y se incubaron sucesivamente durante 60 minutos sobre hielo con Acm, anti-integrina (10
ug/ml) y anticuerpo anti-ratén de cabra marcado con FITC (1:100) o anticuerpo anti-integrina marcado con FITC
(10 pg/ml). La ausencia de anticuerpo primario o la sustitucién del anticuerpo primario por anticuerpo de isotipo
coincidente sirvieron como control negativo. Las células se analizaron inmediatamente con un citémetro de flujo
FACS Scan II (Becton Dickinson, Mountain View, CA).

Andlisis de Adherencia

Las placas de microtitulacién (Linbro-Titertek, ICN Biomedicals, Inc) se recubrieron a 4°C durante la noche
con vitronectina (1 ug/ml), gelatina (0,1 %), fibrinégeno (100 ug/ml), coladgeno de tipo I (10 ug/ml), o fibronecti-
na (10 ug/ml). Inmediatamente antes de su uso las placas se enjuagaron con PBS y se bloquearon durante 1 horas
con BSA/PBS al 1% (pH 7,4). Se formaron pocillos de microtitulacién recubiertos con fibrina mediante tratamiento
con trombina (1U/ml) de fibrindgeno. Las células adherentes (HUVEC HT29 y A375S.2) se marcaron con colorante
fluorescente Calcein AM (Molecular Probes, Eugene, OR) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, se reco-
gieron, se lavaron dos veces, y se suspendieron en BSA al 0,1% en medio DMEM. Después de ajustar la densidad
celular a 5x10°/ml, las células se incubaron con diferentes concentraciones de anticuerpos durante 15 min a 37°C. La
mezcla de células-anticuerpo se afiadi6 a los pocillos (100 ul por pocillo) y se incub6 durante 1 h a 37°C. Las placas se
enjuagaron dos veces con PBS para separar las células no unidas y se midi6 la adherencia en un lector de fluorescencia
de las placas (Fluoroskan) a 485-538 nm. La adherencia celular a los pocillos recubiertos con BSA sirvié como control
negativo. Los anticuerpos de isotipo coincidente sirvieron como control negativo.

Andlisis de Migracion Quimiotdctica

Se realizaron ensayos de migracién celular en cdmaras Transwell-24 con una membrana de poliestireno (didmetro
6,5 mm, grosor 10 um, y un tamafio de poro de 8 um). Los cultivos de células de 24 horas sub-confluentes (HUVEC o
A375S.2) se cosecharon con tripsina-EDTA, se lavaron dos veces, y se resuspendieron en su respectivo medio sin suero
que contenia BSA al 0,1%. Se afiadieron las células (100.000/500 wl) a la cdmara superior en presencia o ausencia de
anticuerpos. Para facilitar la migracién quimiotactica de las células, se afadieron 750 ul de medio que contenia BSA al
0,1% y vitronectina (2 ug/ml) o suero (2% para HUVEC y 10% para las células A375S2) a las cdmaras de la base y la
placa se coloc6 en una incubadora de cultivos de tejido. La migracion se terminé después de 4 a 8 horas separando las
células de la parte superior con un bastoncillo de algodén y después se fijaron los filtros con paraformaldehido al 3% y
se tifieron con Cristal Violeta. Se determind el grado de migracion celular mediante microscopia 6ptica y se analizaron
las imédgenes utilizando el soporte 16gico para el andlisis de imdgenes Phase 3 (Glen Mills, PA). El soporte 16gico
analiza la zona total ocupada por las células tefiidas en el lado inferior del filtro y ésta es directamente proporcional al
grado de migracién celular.

Andlisis Haptotdctico de Migracion

Se realizaron andlisis de migracion celular utilizando las cdmaras Transwell como se ha descrito antes con ligeras
modificaciones. En resumen, el lado inferior de la membrana se recubri6 con vitronectina (2 ug/ml) durante 60 minutos
a la temperatura ambiente, y después se bloqued con una solucién de BSA/PBS al 1% a la temperatura ambiente
durante 60 minutos. A continuacién, las membranas se lavaron con PBS y se secaron al aire. Se afiadié medio sin suero
(750 pl) que contenia BSA y bFGF al 0,1% (20 ng/ml) a las camaras inferiores. Los cultivos de 24 h sub-confluentes
se cosecharon con tripsina-EDTA, se lavaron dos veces, y se resuspendieron en medio sin suero. Se afiadieron células
(100.000/500 pl) a las camaras superiores en presencia o ausencia de anticuerpos. Las cdmaras se colocaron en una
incubadora para el cultivo de tejidos y se dejé que la migracidn prosiguiera durante 6 h. El grado de migracion celular
se determiné como se ha descrito antes.

Andlisis de Invasion

Se mezclaron fibrinégeno (sin plasmindgeno, 100 ul de 10 mg/ml) y 100 ul de 1 U/ml de trombina e inmediata-
mente se afiadieron a la cdmara superior de placas Transwell de 24 pocillos (6,5 mm de didmetro, 10 um de grosor
y un tamafio de poro de 8,0 um, Costar). Las placas se incubaron a 37°C durante 30 minutos para formar un gel de
fibrina. Las células tumorales confluentes (A375S.2) se trataron con tripsina, se centrifugaron, se resuspendieron en
medio basal con un suplemento de BSA al 0,1% y 10 ug/ml de plasminégeno (Enzyme Research Labs, South Bend,
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IN) con diferentes concentraciones de anticuerpos, y se incubaron durante 15 minutos a la temperatura ambiente. Las
células (100.00/500 pl) se afiadieron a la cdmara superior en presencia o ausencia de anticuerpos. El compartimento
inferior de la cdmara de invasion se llen6 con 0,75 ml de FBS-DMEM al 10%, que sirvi6 como quimioatrayente y la
placa se transfirié a una incubadora para el cultivo de tejidos. Después de 24 horas, la invasion se terminé separando
las células de la parte superior con un bastoncillo de algodén, y los filtros se fijaron con paraformaldehido al 3% y
se tifieron con Cristal Violeta. El grado de migracion celular se analiz6 utilizando el soporte 16gico para el andlisis de
imagenes Phase 3 como se ha descrito antes.

Resultados y Discusion
Gen095 inhibe la adherencia celular mediada por avB3 y avBS

Puesto que Gen(95 se une a las integrinas av33 y avpS, los autores de la presente invencién determinaron si sus
células tumorales (A375S.2 y HT29) y sus células endoteliales expresaban estas integrinas. La citometria de flujo
indic6 que las células A375S.2 y HUVEC expresan las integrinas tanto avf33 como avp5, pero las células HT29
expresan avf35, pero no la integrina avB3 (Figura 12A-I).

Las células HT29 (12A, B y C) expresan avf35, pero no la integrina av3 sobre su superficie. Las células HUVEC
(12D, Ey F) y A375S.2 (12G, H y I) expresan la integrina avf35 y avB3 sobre su superficie. Se tifieron las células
tumorales y endoteliales mediante inmunofluorescencia y se analizaron mediante citometria de flujo. El histograma de
la izquierda representa la fluorescencia de fondo en presencia de anticuerpo de isotipo coincidente. El histograma de
la derecha indica tincién positiva. A, D, G, LM609 (Acm dirigido a @vB3, 10 ug/ml); B, E, H, PIF6 (Acm dirigido a
avps, 10 ug/ml); y C, F, I, GenO95 (10 pg/ml).

Se determind con detalle el efecto de Gen095 sobre la adherencia de células HUVEC, A375S.2 y HT 29 a diferentes
proteinas de la matriz. GenO95 inhibia completamente la adherencia de las células HUVEC y A375S.2 a vitronectina,

y parcialmente a placas recubiertas con fibrindgeno, gelatina y fibrina, indicando que el anticuerpo puede bloquear
avf3y avps (Figuras 2 y 3).

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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Adherencia de células HT29 de carcinoma de colon humano a vitronectina. El andlisis de adherencia se realizé
como se describe en Métodos. La adherencia celular a pocillos recubiertos con BSA sirvié como control negativo.
Los datos de la Figura 15 se trazan como el porcentaje de unién méxima (ausencia de anticuerpo), y son la media de
determinaciones por triplicado (+/-DT).

Gen095 bloguea la migracion de células de melanoma y endoteliales humanas

Las integrinas avf33 y avB5 participan en la migracién celular, por lo tanto los autores de la presente invencion
determinaron si Gen095 podria bloquear la migracién celular estimulada por vitronectina. La migracion celular esti-
mulada por vitronectina implica a @v83 y avB5. Gen(095 inhibia de una manera dependiente de la dosis la migracién
de células endoteliales cuando se utilizaba vitronectina como quimioatrayente (Figuras 5 y 6). De manera interesante,
Gen095 también inhibia la migracién de las células tanto HUVEC como A375S.2 hacia el suero (Figuras 7-8). Estos
descubrimientos podian ser potencialmente importantes para la terapia angiogénica y tumoral debido a que sugieren
que las dianas para Gen095, avB3 y avf35, son receptores centrales que estdn activados por una variedad de factores
migratorios que estan presentes en el suero.

Migracién de HUVEC hacia 2 pg/ml de vitronectina. El andlisis se realizé como se describe en Métodos y se dejé
que las células migraran durante 6 h. Las fotomicrograffas son campos representativos (lente del objetivo 10x) de la
migracion celular en la Figura 16A, ausencia de anticuerpos, (16B), Gen095 (5 ug/ml), (16C), Gen095 (40 ug/ml).
La Figura 16D es una representacion grafica de la migracion celular en presencia de concentraciones variables de
GenQ095. Los datos se normalizaron al porcentaje de control (sin anticuerpo) que se consideraba como el 100%, y
cada punto es la media de tres filtros Transwell (+/- DT).

Migracién de HUVEC hacia 2 ug/ml de vitronectina en presencia de anticuerpos para avB3 y avB5. El andlisis
de migracién se realizé como se describe en Métodos, y se dejo que las células migraran durante 6 horas. LM609 y
P1F6 son Acm dirigidos a avB3 y avp35, respectivamente. Los datos mostrados en la Figura 17 fueron normalizados
al porcentaje de control (sin anticuerpo) que se consideré como el 100%, y cada barra es la media de tres filtros
Transwell (+/- DT). La BSA, la IgG de ratén y la IgG humana sirvieron como controles negativos. LM609-PIF6
representa combinaciones de ambos anticuerpos. Los anticuerpos y la BSA se utilizaron a una concentracién de 10
ug/ml.

Migracién de HUVEC hacia FBS al 2%. Se dejé que el andlisis de migracién continuara durante 4 h y se capturaron
los datos como se describe en Métodos. La Figura 18(A) es una representacion grifica de la migracion celular en
presencia de LM609, PIF6, combinacién de LM609+P1F6, anticuerpos de control de isotipo coincidente (humano
y de ratén). Se utilizaron los anticuerpos y las proteinas a una concentracién de 10 ug/ml. La Figura 18(B) es una
representacion grafica de la migracién celular en presencia de ReoPro y Gen095. Las fotomicrografias son campos
representativos (lento del objetivo 10x) de la migracion celular en la Figura 18(C), la ausencia de anticuerpo, Figura
18(D), GenO95 (5 ug/ml), y Figura 18(E), GenO95 (20 ug/ml). Los datos se normalizaron al porcentaje de control
(sin anticuerpo) que se consideré como el 100%, y cada punto es la media de tres filtros Transwell (+/-DT).

Migracién de células A375S.2 hacia FBS al 10%. Se dejé que el andlisis de migracion prosiguiera durante 4 h y
se capturaron los datos como se describe en Métodos. Los anticuerpos se utilizaron a una concentracién de 10 ug/ml.
La Figura 19(A) es una representacion grafica de la migracién celular en presencia de concentraciones variables
de GenO95. La Figura 19(B) es una representacion gréfica de la migracion celular en presencia de LM609, P1F6,
una combinacién de LM609+P1F6, anticuerpos de control de isotipo coincidente (humano y de ratén). Los datos
se normalizaron al porcentaje del control, que se consideré como el 100%, y cada punto es la media de tres filtros
Transwell (+/-DT). Las fotomicrografias son campos representativos (lente del objetivo 10x) de la migracién celular
en la Figura 19(C), ausencia de anticuerpo, Figura 19(D), GenO95 (5 pg/ml), y Figura 19(E), GenO95 (20 pg/ml).

Los resultados descritos antes indican que Gen095 bloquea la migracioén tumoral y endotelial a vitronectina y
suero. A continuacion, los autores de la presente invencién determinaron si este anticuerpo podria inhibir la migracién
celular estimulada por bFGF. Como se muestra en la Figura 9, bFGF estimulaba la migracién de células HUVEC hacia
la vitronectina, y Gen(095 bloqueaba significativamente esta migracién celular estimulada.

Migracién de HUVEC hacia vitronectina en presencia de bFGF. Se recubrieron los lados inferiores de los filtros de
las camaras de migracién con 2 ug/ml de vitronectina, y el andlisis se realiz6 como se ha descrito en Métodos. Se dejo
que las células migraran durante 6 h. En la Figura 20A-E, cada dato puntual es la media de 3 filtros Transwell (+/- DT).
Figura 20(A), bFGF; Figura 20(B), Gen095 (5 ug/ml); Figura 20 (C), Gen095 (40 ug/ml); Figura 20 (D), sin-bFGF.
Figura 20 (E), muestra graficamente la inhibicién de la migracién celular en presencia de diferentes anticuerpos.

Gen095 bloguea la invasion de células de melanoma humano

Los resultados descritos antes indican que Gen095 puede inhibir la adherencia y la migracién celular. Por lo tanto,
los autores de la presente invencion se cuestionaron si este anticuerpo podria bloquear la invasion de células tumorales,
un procedimiento de multiples etapas que implica adherencia celular, degradacién de la matriz, y migracion de las
células a través de la matriz degradada. Los autores de la presente invencién eligieron fibrina como matriz para las
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células tumorales debido a que Gen095 era capaz de bloquear la adherencia de las células tumorales a la fibrina (Figura
3). Como se muestra en la Figura 10, la invasién de las células A375S.2 podia ser inhibida por LM609, sugiriendo la
implicacién de al menos avf3 en este proceso. Gen095 inhibia de una manera dependiente de la dosis la invasién de
las células tumorales a través de la fibrina. Una IgG irrelevante y un Acm dirigido a las plaquetas GPIIb/IIIa (10ES5)
sirvieron como controles negativos. En conjunto, estos datos sugieren que Gen095 puede bloquear eficazmente la
invasion de células de melanoma humano.

Invasion de células A375S.2 a través de un gel de fibrina (5 mg/ml). Se dejé que el andlisis de invasion prosiguiera
durante 24 h y se capturaron los datos como se describe en Métodos. Las fotomicrografias son campos representativos
(lente del objetivo 4x) de la invasién celular en la Figura 21(A) la ausencia de anticuerpos, Figura 21(B) Gen095 (10
ug/ml), Figura 21(C) y (D) son una representacion grifica de la invasion celular en presencia de Gen095, 10ES F
(ab’),, LM609, P1F6, LM-PIF6 (LM609+P1F6), IgG humana y de ratén (H-IgG y M-IgG). Gréfico Figura 21(D): La
concentracion de todos los anticuerpos y proteinas es de 10 ug/ml. Los datos se normalizaron al porcentaje del control
(sin anticuerpo) que se consideré como 100%, y cada punto es la media de tres filtros Transwell (+/- DT).

Conclusion

La adherencia, la migracién y la invasion celulares requieren integrinas tales como avB3 y avp5. Gen095 es capaz
de bloquear funcionalmente las integrinas avB3 y avB5 que son expresadas por las células endoteliales y tumorales.
Gen095 fue capaz de bloquear la migracién y la invasion de células que estaban estimuladas por bFGF o suero. Estos
resultados sugieren que Gen095 es un potente inhibidor de las células tumorales y endoteliales que expresaban las
integrinas avB3 y avps.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal humano aislado o uno de sus fragmentos de unién al antigeno que comprende una
regién variable de la cadena pesada que tiene la secuencia de aminodcidos del SEQ ID NO:7 y una regién variable de
la cadena ligera que tiene la secuencia de aminodcidos del SEQ ID NO:8, donde el fragmento de unién al antigeno se
selecciona entre un fragmento Fab, Fab’, F(ab’),, facb, Fv o scFv.

2. Un anticuerpo monoclonal humano aislado de acuerdo con la reivindicacion 1.

3. El anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos de unién al antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1-
2, que se une a las integrinas Alfa V Beta 3 y Alfa V Beta 5 humanas con una KD de 1077 M 0 menor.

4. El anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos de unién al antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1-
2, que se une a las integrinas Alfa V Beta 3 y Alfa V Beta 5 humanas con una KD o 10~® M o menor.

5. El anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos de unién al antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1-
2, que se une a las integrinas alfa V Beta 3 y Alfa V Beta 5 humanas con una KD de 10 M o menor.

6. Un anticuerpo monoclonal humano aislado o uno de sus fragmentos de unién al antigeno de una cualquiera de
las reivindicaciones anteriores producido por un hibridoma, donde el hibridoma se prepara a partir de una célula B
obtenida de un animal no humano transgénico que tiene un genoma que comprende un transgen o un transcromosoma
de la cadena pesada humana y un transgén o un transcromosoma de la cadena ligera humana, fusionados a una célula
inmortalizada.

7. Un anticuerpo monoclonal humano aislado o uno de sus fragmentos de unién al antigeno de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicho anticuerpo neutraliza esencialmente al menos una actividad
de las protefnas integrina Alfa V Beta 3 y Alfa V Beta 5 humanas o sus fragmentos.

8. El anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos de unién al antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores que inhibe completamente la adherencia de las células M21 a la vitronectina.

9. El anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos de unién al antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, que comprende una cadena pesada de IgG1 y una cadena ligera de IgG1.

10. El anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos de unién al antigeno de cualquier reivindicacién anterior para
su uso en terapia.

11. Una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo monoclonal humano aislado o uno de sus frag-
mentos de unién al antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores y un portador farmacéuticamente
aceptable.

12. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 11, que comprende adicionalmente una cantidad eficaz de
al menos uno de una marca detectable o informador, un antagonista de TNF, un antirreumatico, un relajante muscu-
lar, un narcético, un medicamento anti-inflamatorio no esteroideo (AINE), un analgésico, un anestésico, un sedante,
un anestésico local, un bloqueador neuromuscular, un antimicrobiano, un antipsoridsico, un corticoesteroide, un este-
roide anabdlico, eritropoyetina, un agente inmunizador, una inmunoglobulina, un inmunosupresor, una hormona del
crecimiento, un medicamento de sustitucién hormonal, un radiofdrmaco, un antidepresivo, un antipsicético, un estimu-
lante, un medicamento para el asma, un agonista beta, un esteroide inhalado, una epinefrina o andlogo, una citoquina,
un antagonista de citoquina, un radiofdrmaco, un modulador de receptores de estrégeno, una citotoxina, un agente
anticanceroso, un agente alquilante, un antimetabolito o un inhibidor mitético.

13. Una molécula de 4cido nucleico aislado que codifica el anticuerpo monoclonal humano o uno de sus fragmentos
de unién al antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9.

14. Un 4cido nucleico aislado de acuerdo con la reivindicacién 13 que codifica el anticuerpo monoclonal humano
que comprende el SEQ ID NO:7 y el SEQ ID NO:8.

15. La molécula de acido nucleico aislado de la reivindicacion 13 o la reivindicacion 14, donde la molécula de
dcido nucleico se incorpora a un vector de expresion.

16. Una célula anfitriona que comprende un vector de expresion de acuerdo con la reivindicacién 15.
17. Una célula anfitriona de acuerdo con la reivindicacién 16, donde dicha célula anfitriona es una célula COS-

1, COS-7, HEK293, BHK21, CHO, BSC-1, Hep G2, 653, SP2/0, 293, HeLa, de mieloma, de linfoma o una célula
vegetal.
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18. Un método para producir un anticuerpo monoclonal humano o uno de sus fragmentos de unién al antigeno de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9, que comprende cultivar la célula anfitriona de la reivindicacién 16
o la reivindicacién 17 en condiciones tales que se exprese el anticuerpo.

19. Un animal transgénico no humano o una planta que expresa el anticuerpo o uno de sus fragmentos de unién al
antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9.

20. Un animal transgénico no humano de acuerdo con la reivindicacién 19, donde el animal tiene un genoma que
comprende un transgén o transcromosoma de la cadena pesada humana y un transgén o transcromosoma de la cadena
ligera humana.

21. El uso de un anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos de unién al antigeno de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1-9 en la fabricacidon de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de una leucemia,
leucemia aguda, leucemia linfoblastica aguda (LLA), LLA de células B, células T o FAB, leucemia mieloide aguda
(LMA), leucemia mielocitica crénica (LMC), leucemia linfocitica crénica (LLC), leucemia de células pilosas, sin-
drome mielodisplasico (SMD), linfoma, enfermedad de Hodgkin, linfoma maligno, linfoma no Hodgkin, linfoma de
Burkitt, mieloma multiple, sarcoma de Kaposi, carcinoma colorrectal, carcinoma de pdncreas, carcinoma nasofarin-
geo, histiocitosis maligna, sindrome paraneopldsico/hipercalcemia de malignidad, tumores sélidos, adenocarcinomas,
sarcomas, melanoma maligno, hemangioma, enfermedad metastdsica, resorcidn dsea relacionada con el céncer, dolor
dseo relacionado con el cancer, o enfermedad maligna.

22. El uso de la reivindicacion 21, donde el medicamento se administra con una cantidad eficaz de al menos uno
de: una marca detectable o informador, un antagonista de TNF, un antirreumatico, un relajante muscular, un narcético,
un medicamento anti-inflamatorio no esteroideo (AINE), un analgésico, un anestésico, un sedante, un anestésico lo-
cal, un bloqueador neuromuscular, un antimicrobiano, un antipsoridsico, un corticoesteroide, un esteroide anabdlico,
eritropoyetina, un agente inmunizador, una inmunoglobulina, un inmunosupresor, una hormona del crecimiento, un
medicamento de sustitucién hormonal, un radiofdirmaco, un antidepresivo, un antipsicético, un estimulante, un medi-
camento para el asma, un agonista beta, un esteroide inhalado, una epinefrina o andlogo, una citoquina o un antagonista
de citoquina.

23. El uso de la reivindicacién 21 o la reivindicacién 22, donde dicho medicamento es adecuado para la adminis-
tracion parenteral, subcutdnea, intramuscular, intravenosa, intrarticular, intrabronquial, intraabdominal, intracapsular,
intracartilaginosa, intracavitaria, intracelial, intracelebelar, intracerebroventricular, intracélica, intracervical, intragas-
trica, intrahepdtica, intramiocardiaca, intraosteal, intrapélvica, intrapericardiaca, intraperitoneal, intrapleural, intra-
prostética, intrapulmonar, intrarrectal, intrarrenal, intrarretinal, intraespinal, intrasinovial, intratordcica, intrauterina,
intravesical, bolo, vaginal, rectal, bucal, sublingual, intranasal, o transdérmica.

24. Un medicamento combinado que comprende el anticuerpo o uno de sus fragmentos de unién al antigeno de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-9 y una cantidad eficaz de al menos uno de: una marca detectable o informador,
un antagonista de TNF, un antirreumatico, un relajante muscular, un narcético, un medicamento anti-inflamatorio no
esteroideo (AINE), un analgésico, un anestésico, un sedante, un anestésico local, un bloqueador neuromuscular, un
antimicrobiano, un antipsoridsico, un corticoesteroide, un esteroide anabdlico, eritropoyetina, un agente inmunizador,
una inmunoglobulina, un inmunosupresor, una hormona del crecimiento, un medicamento de sustitucién hormonal, un
radiofarmaco, un antidepresivo, un antipsicético, un estimulante, un medicamento para el asma, un agonista beta, un
esteroide inhalado, una epinefrina o andlogo, una citoquina o un antagonista de citoquina, para el uso simultdneo, sepa-
rado o secuencial para el tratamiento o la prevencién de: una leucemia, leucemia aguda, leucemia linfobldstica aguda
(LLA), LLA de células B, células T o FAB, leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mielocitica crénica (LMC),
leucemia linfocitica crénica (LLC), leucemia de células pilosas, sindrome mielodisplasico (SMD), linfoma, enferme-
dad de Hodgkin, linfoma maligno, linfoma no Hodgkin, linfoma de Burkitt, mieloma miiltiple, sarcoma de Kaposi,
carcinoma colorrectal, carcinoma de pancreas, carcinoma nasofaringeo, histiocitosis maligna, sindrome paraneopld-
sico/hipercalcemia de malignidad, tumores sélidos, adenocarcinomas, sarcomas, melanoma maligno, hemangioma,
enfermedad metastasica, resorcion dsea relacionada con el cancer, dolor dseo relacionado con el cancer, o enfermedad
maligna.

25. El uso de una cantidad eficaz de al menos uno de: una marca detectable o informador, un antagonista de TNF,
un antirreumadtico, un relajante muscular, un narcético, un medicamento anti-inflamatorio no esteroideo (AINE), un
analgésico, un anestésico, un sedante, un anestésico local, un bloqueador neuromuscular, un antimicrobiano, un antip-
soridsico, un corticoesteroide, un esteroide anabdlico, eritropoyetina, un agente inmunizador, una inmunoglobulina,
un inmunosupresor, una hormona del crecimiento, un medicamento de sustitucién hormonal, un radiofarmaco, un
antidepresivo, un antipsicético, un estimulante, un medicamento para el asma, un agonista beta, un esteroide inha-
lado, una epinefrina o andlogo, una citoquina o un antagonista de citoquina, en la fabricacién de un medicamento
para el tratamiento o la prevencion de: una leucemia, leucemia aguda, leucemia linfobléstica aguda (LLA), LLA de
células B, células T o FAB, leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mielocitica crénica (LMC), leucemia linfoci-
tica crénica (LLC), leucemia de células pilosas, sindrome mielodispldsico (SMD), linfoma, enfermedad de Hodgkin,
linfoma maligno, linfoma no Hodgkin, linfoma de Burkitt, mieloma multiple, sarcoma de Kaposi, carcinoma colorrec-
tal, carcinoma de pancreas, carcinoma nasofaringeo, histiocitosis maligna, sindrome paraneoplasico/hipercalcemia de
malignidad, tumores sé6lidos, adenocarcinomas, sarcomas, melanoma maligno, hemangioma, enfermedad metastasi-
ca, resorcion 6sea relacionada con el cancer, dolor éseo relacionado con el cancer, o enfermedad maligna, donde el
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paciente ha sido tratado previamente con al menos un anticuerpo o una de sus fragmentos de unién al antigeno de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

26. El uso de la reivindicacién 21, donde el paciente ha sido tratado previamente con al menos un compuesto o
proteina seleccionados entre al menos uno de; una marca detectable o informado, un antagonista de TNF, un antirreu-
matico, un relajante muscular, un narcético, un medicamento anti-inflamatorio no esteroideo (AINE), un analgésico,
un anestésico, un sedante, un anestésico local, un bloqueador neuromuscular, un antimicrobiano, un antipsoridsico, un
corticoesteroide, un esteroide anabdlico, eritropoyetina, un agente inmunizador, una inmunoglobulina, un inmunosu-
presor, una hormona del crecimiento, un medicamento de sustitucién hormonal, un radiofdrmaco, un antidepresivo, un
antipsicético, un estimulante, un medicamento para el asma, un agonista beta, un esteroide inhalado, una epinefrina o
andlogo, una citoquina o un antagonista de citoquina.

27. Un articulo de manufactura, que comprende material de embalaje y un recipiente que comprende una solucién
o una forma liofilizada de al menos un anticuerpo humano aislado o uno de sus fragmentos de unién al antigeno de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-9.

28. El articulo de manufactura de la reivindicacién 27, donde dicho recipiente es un componente de un dispositivo o
sistema de liberacién parenteral, subcutanea, intramuscular, intravenosa, intrarticular, intrabronquial, intraabdominal,
intracapsular, intracartilaginosa, intracavitaria, intracelial, intracelebelar, intracerebroventricular, intracélica, intracer-
vical, intragdstrica, intrahepdtica, intramiocardiaca, intraosteal, intrapélvica, intrapericardiaca, intraperitoneal, intra-
pleural, intraprostatica, intrapulmonar, intrarrectal, intrarrenal, intrarretinal, intraespinal, intrasinovial, intratoricica,
intrauterina, intravesical, bolo, vaginal, rectal, bucal, sublingual, intranasal, o transdérmica.

29. Un dispositivo médico, que comprende al menos un anticuerpo humano aislado o uno de sus fragmentos de
unién al antigeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, donde dicho dispositivo es adecuado
para poner en contacto o administrar dicho al menos un anticuerpo anti-subunidad alfa-V de al menos un modo selec-
cionado entre parenteral, subcutdneo, intramuscular, intravenoso, intrarticular, intrabronquial, intraabdominal, intra-
capsular, intracartilaginoso, intracavitario, intracelial, intracelebelar, intracerebroventricular, intracdlico, intracervical,
intragdstrico, intrahepatico, intramiocardico, intraosteal, intrapélvico, intrapericardico, intraperitoneal, intrapleural,
intraprostatico, intrapulmonar, intrarrectal, intrarrenal, intrarretinal, intraespinal, intrasinovial, intratordcico, intraute-
rino, intravesical, bolo, vaginal, rectal, bucal, sublingual, intranasal, o transdérmico.

30. Un método que comprende hacer crecer el animal o planta transgénicos de la reivindicacién 19, que produce
el anticuerpo o uno de sus fragmentos de unién al antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9.
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FIG. 4C
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FIG. 4E
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FIG. 6A
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FIG. 8A
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Gln

Leu

220

Gln

Ile

Ala

Leu

llis

300

Pro

Leu

Ser

Ser

Lys

380

Phe

Cys

Lys

Pro

Asp

460

Asn

Trp

Gln

Arg

Thr

Ser

Met

Ser

Asp

285

val

Ser

Ile

Glu

Asn

365

Vval

Asn

Metc
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Val
445

cys

Gly

Leu

Gln

Gly
525

Leu

Val

Gln
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270

Gly

Gly

Leu

Phe

Leu

350

val

Glu

Ala

Gly

Arg

430

Gly

Ala

Asn

Gly

Asp

510

Glu

Thr

Ser

Ala

255

Leu

Arg

Ser

Gly

Ala

335

Ile

Leu

Leu

Thr

Leu

415

Gly

Phe

Cys

Gly

Ser

4935

Glu

Cys

Asp

Arg

240

Thr

Leu

Leu

Asp

Leu

320

val

Pro

Gln®

Glu

Cys

400

Lys

Cys

Lys

Gln

Thr

480

Gln

Cys

Leu
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cys

Lys

545

Met

Ser

Cys

cys

Glu

625

val

Cys

Asp

Cys

Leu

705

vVal

Phe

Asn

Tyr
785
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<212> PRT

Gly Gln Cys

530
Tyr

Cys

Asp

Met

Gly

610

Lys

Glu

Asn

Thr

val

690

Tyr

val

Leu

Ala

Asn

770

Arg
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Cys

Ser

Trp

Ser

595

Ser

Cys

Cys

Arg

Gly

675

vVal

Val

Leu

Leu

Lys

755

Pro

Gly

Glu
Gly
Thr

580

Ser

Cys

Pro

Lys

Tyr

660

Lys

Arg
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Leu

Ile

740

Phe

Leu

Thr

val
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Cys

His
635

Ser

Cys Asp Asp Phe
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565

Gly

Asn

val

Thr

Lys

645

Cys

Asp

Phe

Glu

Ser
725

Trp

Glu

Tyr

550

Gly

Tyr

Gly

Cys

cys

630

Phe

Arg

Ala

Gln

Glu

710

val

Lys

Glu

Lys

Gln

Tyr

Leu

Ile

615

Pro

Asp

ASD

val

695

Pro

Met

Leu

Glu

Glu
775

cys

Cys

Leu

600

Gln

Asp

Arg

Glu

Asn
€680

Tyr

Glu

Gly

Leu

Arg

760

Ala

Ser

Ser

Ser

Asn
585

cys

Pro

Ala

Glu

Ile

665

Cys

Glu

Cys

Ala

Ile

745

Ala

Thr
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Asp

cys

Cys

570

cys

Ser

Gly

Cys

Pro

650

Glu

Thr

Asp

Pro

Ile

730

Thr

Arg

Ser

Phe

val

555

Gly

Thr

Gly

ser

Thr
635

Tyr

Ser

Ser

Lys

715

Leu

Ile

Ala

Thr

Gly

540

Arg

Asp

Thr

Axg

Tyx

620

Phe

Met

Val

Lys

Ser

700

Gly

Leu

His

Lys

Phe
780

Lys

Tyr

cys

Arg

Gly

605

Gly

Lys

Thr

Lys

Asn

685

Gly

Pro

Ile

Asp

Trp

765

Thr

Ile
Lys
Leu
Thr
590
Lys
Asp
Lys
Glu
Glu
670
Glu
Lys
Asp
Gly
Arg
750

Asp

Asn

Thr

Gly

Cys

575

Asp

cys

Thr

Glu

Asn
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Leu

Asp

Ser

Ile

Leu

735

Lys

Thr

Ile

Gly

Glu

560

Asp

Thr

Glu
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cys
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Thr

Lys

Asp

Ile

Leu
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Ala

Glu
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<400> 17

ES 2346 041 T3

Met Pro Arg Ala Pro Ala Pro Leu Tyr

1

Ala

Ala

cys

ASp

€5

Ser

Lys

Glu

Asp

145

Gly

Leu

Thr

Pro

Asp

225

Ala

Leu

Leu

Ala
305

Leu

Thr

Ser

50

Leu

Pro

Gly

Ile

val

130

Leu

Thr

Gly

Ala

Asn

210

Arg

Asn

val

val

Gly

290

Asn

Leu

Ser

35

Lys

Arg

Ala

ser

Ala

115

Arg

Ser

Lys

Phe
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val

Cys

Phe
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Gly

Glu
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Cys

Glu

Ala

Ser

Gly
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Val

Gin

Leu

Leu

Gly
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Arg

val

ASp 3

Asp

Lys

260

Thr

Leu

Tyr

5

Arg Leu Ala

Glu

Asp

Glu

Phe

cys

Gly
55

Asn Leu Val

Ser

g5

Ser

Asn

val

Ser

Ala
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Ser

Tyr

Pro

Ala

245

Glu

Thr

val

Thr

70

Phe

Ala

Leu

Glu

Met

150

Glu

Phe

Gln

ser

Phe

230

Pro

Lys

Asp

Gln

Ala
310

His

Gly

Arg

Asp

135

Lys

Glu

Val

Thr

Phe

215

Asn

Glu

I1le

ASD

Pro

295

Ser

Gly
Leu
40

Ser

Lys

val

Pro
120

Tyr

Asp

Met

Asp

Asn

200

Gly

Glu

Gly

Gly

val

280

His

Asn

Leu

Leu

Pro

Asn

Leu

Asp

105

Gly

Pro

Asp

Arg

Lys

185

Pro

Phe

Glu

Gly

Trp

265

Pro

Asp

Gln

11

Ala
10

Asn

1le

Arg

Gly

Arg

90

val

Asp

val

Leu

Lys

170

Asp

Cys

Arg

val

Phe

250

Arg

His

Gly

Met

Cys

Ile

His

Ser

Cys

75

Ser

Ile

Lys

Asp

155

Leu

Ile

Ile

His

Arg

235

Asp

Lys

Ile

Gln

Asp
315

Leu Leu Gly Leu Cys

Cys

Pro

Ile

60

Gly

Leu

Gln

Thr

Leu

110

Asn

Thr

Ser

Gly

Leu

220

Lys

Ala

Asp

Ala

Cys
300

Tyr

Thr

Lys

45

Thr

Gly

Pro

Met

Thr

125

Tyr

Ile

Ser

Pro

Tyr

208

Leu

Gln

val

Ala

Leu

285

His

Pro

Ser

30

Cys

Ser

Glu

Leu

Thr

110

Phe

Tyr

Arg

Asn

Phe

130

Lys

Pro

Arg

Leu

Leu

270

Asp

Leu

Ser

15

Gly

Ala

Arg

I1le

Ser

95

Pro

Gln

Leu

Ser

Phe

175

Ser

Leu

Leu

val

Gln

255

His

Gly

Asn

Leu

Ser

Trp

cys

Glu

80

ser

Gln

Leu

Met

Leu

160

Arg

Tyr

Phe

Thr

ser

240

Ala

Leu

Lys

Glu

Ala
320
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Leu

val

Pro

Gln

Ser

385

Cys

Lys

Cys

Phe

Cyse
465

Thr

cys

Ser

Gly

545

Val

His

Thr

Lcu

Cys
625

Leu

Thr

Gly

Leu

370

val

Gln

Ile

Pro

Arg

450

Ser

Tyr

Cys

ATrg

cys

530

Pro

Leu

Ala

Cys

Cys

610

Glu

Gly

Lys

Thr

355

Ile

Trp

Asp

Gly

Ser

435

Asp

val

val

Glu

Glu

515

Asn

Phe

Cys

Gly

Arg

595

Gly

Glu

Asn

340

Thr

Ile

Asp

Gly

Asp

420

Arg

Ser

Gly

Cys

cys

500

Ala

Gln

Cys

Ser

Tyr

580

Gly

Glin

cys

Lys

325

His

val

Asn

Gln

val

405

Thr

Has

Leu

Leu

Gly

485

Gln

Glu

Cys

Glu

Gly

565

Ile

Arg

Cys

Pro
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Leu

Tyr

Glu

Ala

Pro

390

Scr

Ala

Thr

Glu

Glu

470

Leu

ASp

Gly

Ser

Cys

£50

His

Gly

ASp

Gln

Thr
630

Tyr

375

Glu

Tyr

Ser

Glu

val

455

Pro

Cys

Gly

Lys

Cys

535

Asp

Gly

Asp

Gly

Glu

Leu

Leu

360

Asn

Asp

Pro

Phe

His

440

Gly

Asn

Glu

Glu

Pro

520

Phe

Asn

Clu

Asn

Gln

600

Thr

Pro

Asn

Tyr

345

Asp

Ser

Leu

Gly

Glu

425

vVal

val

Ser

cys

Asn

505

Leu

Glu

Phe

cys

Cys

585

Ile

Glu

Asp

12

Asn

330

Lys

Gly

Ile

Asn

Gln

410

Val

Phe

Thr

Ala

Ser

49C

Gln

Cys

Ser

Ser

His

570

Asn

Cys

Pro

Ala

Asn

Asp

Arg

Leu

295

Arg

Ser

Ala

Tyr

Arg

475

Pro

Ser

Ser

Glu

Cys

555

cvs

Cys

Ser

Gly

cys
635

Asn

Phe

Ser

Ser

380

Phe

Lys

Leu

Leu

Asn
460

Cys

Gly

val

Gly

Phe

540

Ala

Gly

Sex

Glu

Ala

620

serx

Leu

Thr

Lys

365

Lys

Phe

Cys

Glu

Arg

445

Cys

Asn

Tyr

Tyr

Arg

525

Gly

Arg

Glu

Thr

Axg

605

Phe

Thr

Ile

Ala

350

AsSn

val

Thr

Glu

Ala

430

Pro

Thr

Gly

Leu

Gln

510

Gly

Lys

Asn

Cys

Asp

590

Gly

Gly

Lys

Phe

335

Leu

Ile

Glu

Ala

Gly

415

Arg

val

cys

Ser

Gly

495

Asn

Asp

Ile

Lys

Lys

575

Ile

His

Glu

Ala

Ile

Ile

Leu

Thr

400

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly

480

Thr

Leu

cys

Tyr

Gly

560

Cys

Ser

Cys

Met

Asp
640
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Cys

val

Glu

Cys Pro
645

Cys His Ser Leu Cys

val

Asp

Asn

705

Met

Ala

Glu

Ala

Phe
785

Lys

Cys

690

Leu

Thr

Leu

Phe

Ser

770

Thr

Asp

675

val

Thr

Ile

Leu

Ala

755

Asn

Phe

660

Asp Gln

Met Met

Val Leu

Leu Leu

725
Ala Ile
740
Lys Phe

Pro Leu

Asn Lys
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Leu

Arg

Glu

Phe

Arg

710

Ala

Trp

Gln

Tyr

Phe
790

Leu

Asp

Ala

Thr

695

Glu

val

Lys

Ser

Arg

775

Asn

His

Glu

val
680

Tyr

Pro

val

Leu

Glu

760

Lys

Lys

Ser Gly Lys

val

665

Leu

val

Glu

Gly

Leu

745

Arg

Pro

Ser

13

650

Ile

Cys

Glu

Cys

Ser

730

val

Ser

Ile

Tyr

Thr

Phe

Leu

Gly

715

Ile

Thr

Arg

Ser

Asn
7858

Pro

Trp

Tyr

Pro

700

Asn

Leu

1le

Ala

Thr

780

Gly

Asp

val

Lys

685

Ser

Thr

Leu

His

Arg

765

His

Thr

Asn

Asp

€70

Thr

Gly

Pro

val

Asp

750

Tyr

Thr

val

Gln

€655

Thr

Ala

Lys

Asn

Gly

735

Arg

Glu

val

Asp

Thr

1le

Lys

Ser

Ala

720

Leu

Arg

Met

Asp
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