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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-Flt-1 para el tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne
ANTECEDENTES

[0001] La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es un trastorno recesivo ligado al cromosoma X que afecta
aproximadamente a 1:3600 nacimientos de varones con aproximadamente 50.000 individuos afectados en todo el
mundo. El trastorno se caracteriza por un desgaste progresivo de los musculos y los nifios afectados dependen de
una silla de ruedas cuando alcanzan los 13 afios de edad. Los individuos afectados por lo general presentan sintomas
a los 3 afios de edad, con una mediana de supervivencia entre los 25 y los 30 afios. La insuficiencia respiratoria debida
a debilidad diafragmatica y la miocardiopatia son causas comunes de muerte.

[0002] La DMD estéa provocada por una mutacion en el gen de la distrofina. El gen de la distrofina se encuentra en el
cromosoma Xy codifica la proteina distrofina. La proteina distrofina es responsable de conectar la maquinaria contractil
(complejo de actinmiosina) de una fibra muscular a la matriz extracelular circundante a través del complejo
distroglicano. Las mutaciones en el gen de la distrofina dan como resultado la alteracion o la ausencia de la proteina
distrofina y la funcién anormal de la membrana sarcolémica. Si bien tanto los hombres como las mujeres pueden portar
una mutacion en el gen de la distrofina, las mujeres rara vez se ven afectadas por la DMD.

[0003] Una caracteristica de la DMD es la isquemia de los tejidos afectados. La isquemia es una restriccion o
disminucion en el suministro de sangre a los tejidos u 6rganos, lo que provoca una escasez de oxigeno y nutrientes
necesarios para el metabolismo celular. La isquemia generalmente es causada por la constriccién u obstruccién de
los vasos sanguineos que da como resultado dafio o disfuncién del tejido u 6rgano. El tratamiento de la isquemia esta
dirigido a aumentar el flujo de sangre al tejido u 6rgano afectado.

[0004] Actualmente, no existe una cura para la DMD. Se han investigado varias vias terapéuticas, incluida la terapia
génica y la administracion de corticosteroides; sin embargo, todavia existe la necesidad de alternativas para los
pacientes con DMD. El documento WO 2014/117160 analiza los anticuerpos anti-Flt-1 y el tratamiento de la distrofia
muscular de Duchenne utilizando los mismos.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0005] Como se describe en los ejemplos a continuacion, la invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que
los anticuerpos anti-Flt-1, o sus fragmentos de unién a antigeno, pueden inhibir la unién de VEGF y otros ligandos al
receptor Flt-1, aumentando asi la cantidad de VEGF y/u otros ligandos disponibles para unirse a los receptores de
VEGF. La mayor disponibilidad de VEGF promueve la angiogénesis con un mayor flujo sanguineo al musculo para
combatir la isquemia funcional y conducir a mejoras en las caracteristicas estructurales y funcionales de la DMD. De
hecho, como se muestra en los presentes Ejemplos, los presentes inventores han demostrado que la administracion
del anticuerpo anti-FIt-1 mejora las medidas de la patologia muscular (p. €j., angiogénesis mejorada, fibrosis reducida,
necrosis reducida). Por lo tanto, la presente invencién proporciona agentes terapéuticos seguros y eficaces basados
en anticuerpos para el tratamiento de la DMD.

[0006] En un aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo anti-Flt-1 o un fragmento de union a antigeno del mismo
gue comprende: (a) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 60 y una cadena pesada region de cadena variable (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 45; (b) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
52 y una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38; (c)
una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 59 y una region
variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 45; (d) una region
variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 53 y una regién variable
de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 39; o (e) una region variable de
cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 51 y una regioén variable de cadena
pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37.

[0007] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo comprende ademas una region constante de cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80 % de identidad con cualquiera de SEQ ID
NO:87 a SEQ ID NO:89.

[0008] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1 o fragmento de uniéon a antigeno del mismo
comprende: (a) una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 % de
identidad con SEQ ID NO:76 y una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
un 90 % de identidad con SEQ ID NO: 71; (b) una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos un 90 % de identidad con SEQ ID NO: 85 y una cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad con SEQ ID NO:72; (c) una cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 % de identidad con SEQ ID NO: 84 y una cadena pesada que
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comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 % de identidad con SEQ ID NO: 71; (d) una
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 % de identidad con SEQ ID
NO: 86 y una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 % de identidad
con SEQ ID NO: 73; o (e) una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90
% de identidad con SEQ ID NO: 83 y una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos un 90 % de identidad con SEQ ID NO: 70. En una forma de realizacién particular, la cadena ligera comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:76 y la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:71.

[0009] En otra forma de realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se selecciona del grupo
que consiste en 1gG, F(ab’)z, F(ab)2, Fab', Fab, ScFvs, diacuerpos, triacuerpos y tetracuerpos. En una forma de
realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo es IgG. En otra forma de realizacion, el anticuerpo
o fragmento de unién a antigeno del mismo es IgGl. En otra forma de realizacién mas, el anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno del mismo es un anticuerpo monoclonal. En una forma de realizacién particular, el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal humanizado. En otra forma de realizacion mas, el anticuerpo monoclonal humanizado contiene
una regiéon Fc humana. En algunas formas de realizacién, la region Fc contiene una 0 mas mutaciones que mejoran
la afinidad de union entre la regién Fc y el receptor FcRn de manera que se prolonga la semivida in vivo del anticuerpo.
En otra forma de realizacion, la region Fc contiene una o0 mas mutaciones en posiciones correspondientes a Leu 234,
Leu 235 y/o Gly 237 de IgGl humana.

[0010] En algunos aspectos que no forman parte de la invencion reivindicada, el anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo no se une a VEGF R2 y/o VEGF R3. En otra forma de realizacion, el anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno del mismo no se une a un Flt-1 de ratén o mono.

[0011] En otro aspecto, la invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden anticuerpos anti-Flt-
1 o fragmentos de unién a antigeno de los mismos de la invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0012] En otro aspecto mas, la invencién proporciona una célula de hibridoma que produce el anticuerpo o fragmento
de unién a antigeno del mismo de la invencion.

[0013] En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo anti-Flt-1 o un fragmento de unién a antigeno del
mismo de la invencién para su uso en el tratamiento de una enfermedad, trastorno o afeccién mediada por Flt-1, en la
que la enfermedad mediada por Flt-1, trastorno o condicion es distrofia muscular de Duchenne, distrofia muscular de
Becker, preeclampsia, enfermedad renal crénica o fibrosis tisular.

[0014] En algunos aspectos que no forman parte de la invencion reivindicada, el tratamiento comprende ademas
administrar al sujeto uno o mas agentes terapéuticos adicionales que pueden seleccionarse del grupo que consiste en
prednisona, deflazacort, folistatina, agentes terapéuticos moduladores de ARN, terapéutica de omision de exoén y
terapia génica.

[0015] En algunos aspectos que no forman parte de la invencién reivindicada, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo se administra por via parenteral. En algunos aspectos que no forman parte de la invencién
reivindicada, la administracion parenteral se selecciona de la administracion intravenosa, intradérmica, intratecal, por
inhalacion, transdérmica (t6pica), intraocular, intramuscular, subcutanea y/o transmucosa. En algunos aspectos que
no forman parte de la invencion reivindicada, la administraciéon parenteral es una administracion intravenosa. En
algunos aspectos que no forman parte de la invencion reivindicada, la administraciéon parenteral es la administracion
subcutanea.

[0016] En algunos aspectos que no forman parte de la invencién reivindicada, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo se administra diariamente, dos veces por semana, semanalmente o0 mensualmente. En algunos
aspectos que no forman parte de la invencién reivindicada, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo
se administra dos veces por semana.

[0017] En algunos aspectos que no forman parte de la invencion reivindicada, la cantidad eficaz del anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo es una cantidad de dosis de aproximadamente 1 mg/kg a 50 mg/kg. En
algunos aspectos que no forman parte de la invencion reivindicada, la dosis es de aproximadamente 1 mg/kg, 3 mg/kg
0 10 mg/kg.

[0018] La administracién del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo da como resultado una fibrosis
y/o necrosis reducidas en relacidon con un control. La administracion del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
del mismo da como resultado una angiogénesis mejorada en el musculo del sujeto en relaciéon con un control. La
angiogénesis mejorada puede reflejarse en un aumento del flujo sanguineo en la patologia muscular, aumento de los
niveles de VEGF en suero, disminucion de los niveles de creatina quinasa (CK) en suero, aumento de la puntuacion
de CD31 por IHC y/o niveles reducidos de sFlt-1 en suero. La del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo da como resultado una funcién muscular mejorada en relacion con un control. La funcién muscular mejorada
puede reflejarse en una fuerza muscular mejorada y/o resistencia a la fatiga.
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[0019] Las referencias a métodos de tratamiento en esta descripcién deben interpretarse como referencias a los
compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invenciéon para uso en un método de
tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia (o para diagnoéstico).

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0020] Las presentes ensefianzas descritas en el presente documento se comprenderan mejor a partir de la siguiente
descripcion de varias formas de realizacion ilustrativas, cuando se lean junto con los dibujos adjuntos. Debe
entenderse que los dibujos que se describen a continuacién son solo para fines ilustrativos y no pretenden limitar el
alcance de las presentes ensefianzas de ninguna manera.

La Figura 1A muestra resultados ejemplares que representan la eliminacién del anticuerpo anti-Flt-1 13B4
después de que a los ratones se les administrara el anticuerpo a una dosis de 10 mg/kg por via intravenosa.

La Figura 1B muestra resultados ejemplares que representan la eliminacién del anticuerpo anti-Flt-1 10G12
después de que a los ratones se les administrara el anticuerpo a una dosis de 10 mg/kg por via intravenosa.

La Figura 2A muestra resultados ejemplares que representan los niveles maximos de anticuerpos anti-Flt-1
en suero.

La Figura 2B muestra resultados ejemplares que representan los niveles minimos de anticuerpos anti-Flt-1
en suero.

La Figura 3 muestra resultados ejemplares que representan una disminucion en los niveles de Flt-1 soluble
libre (sFlt-1) en suero después de la administracion de un anticuerpo anti-Fit-1 (13B4 o 10G12), anticuerpo
de control de isotipo, anticuerpo comercial (Angio) o vehiculo solo para ratones mdx.

La Figura 4 muestra resultados ejemplares que representan un aumento en los niveles de VEGF en suero
después de la administracion de un anticuerpo antiFlt-1 (13B4 o 10G12), un anticuerpo de control de isotipo,
un anticuerpo comercial (Angio) o un vehiculo solo a ratones mdx.

Las Figuras 5A-5D muestran resultados ejemplares de la tincién con CD31 de secciones de tejido obtenidas
del musculo del diafragma de ratones mdx a los que se les administré un anticuerpo anti-Flt-1 (13B4 0 10G12),
un anticuerpo de control de isotipo o un anticuerpo comercial (Angio).

La Figura 6A muestra resultados ejemplares de la cuantificacion del area positiva de CD31 como porcentaje
del area tefiida total en secciones de tejido obtenidas del musculo del diafragma. La Figura 6B muestra
resultados ejemplares de cuantificacion del area positiva de CD31 como porcentaje del area tefiida total en
secciones de tejido obtenidas del musculo tibial anterior (TA).

La Figura 6B muestra resultados ejemplares de cuantificacion del area positiva de CD31 como porcentaje
del area tefiida total en secciones de tejido obtenidas del misculo tibial anterior (TA) de ratones mdx a los
que se les administré un anticuerpo anti-Flt-1.

La Figura 7 muestra resultados ejemplares que representan la unién de anticuerpos anti-Flt-1 a sFlt-1
recombinante mediante un ensayo ELISA.

La Figura 8 muestra resultados ejemplares que representan la inhibicion de la unién de sFlt-1 a VEGF por
anticuerpos anti-Flt-1 en un ensayo ELISA de competicién.

La Figura 9 muestra resultados ejemplares que representan el rescate de la fosforilacién de VEGF R2 por
anticuerpos anti-Flt-1. Se trataron células endoteliales de vena primaria humana (HUVEC) con VEGF en
presencia de anticuerpos sFlt-1 y anti-Flt-1 y se determind el nivel de fosforilacién de VEGF R2. El porcentaje
de rescate indica el nivel de fosforilacion de VEGF R2 en relacién con el nivel de fosforilacion de VEGF R2
cuando las HUVEC se trataron con VEGF y sFlt-1 solo (es decir, sin anticuerpo anti-Flt-1).

La Figura 10 muestra resultados ejemplares que representan la inhibicion de la unién de Flt-1 soluble a VEGF
por anticuerpos anti-FIt-1 en un ensayo ELISA de competicion.

La Figura 11 muestra resultados ejemplares que representan la eliminaciéon de anticuerpos anti-Flt-1 del
suero durante 672 horas después de que a los ratones se les administrara el anticuerpo anti-Flt-1 a una dosis
de 10 mg/kg por via intravenosa.

Las Figuras 12A-12C muestran resultados ejemplares de la tincion con CD31 de secciones de tejido del
musculo del diafragma.
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Las Figuras 12D-12F muestran resultados ejemplares de la tincién con CD31 de secciones de tejido
obtenidas del musculo tibial anterior.

Las Figuras 13A-13C muestran una biodistribucién ejemplar de anticuerpos anti-Flt-1 27H9, 13B4 y 21B3 en
los musculos diafragma, tibial y gastrocnemio de ratones durante un transcurso de tiempo de 256 horas
después de la administracion del anticuerpo.

La Figura 14A muestra resultados ejemplares que representan los niveles maximos de anticuerpo 21B3 anti-
Flt-1 en la exposicion maxima.

La Figura 14B muestra resultados ejemplares que representan los niveles minimos del anticuerpo 21B3 anti-
Flt-1.

La Figura 15 muestra resultados ejemplares que representan sFlt-1 libre después de la administracion del
anticuerpo 21B3 anti-Flt-1 a ratones mdx.

La Figura 16 muestra resultados ejemplares que representan los niveles de VEGF después de la
administracion del anticuerpo 21B3 anti-Flt-1 a ratones mdx.

Las Figuras 17A-17E muestran resultados ejemplares de la tincién con CD31 de secciones de tejido
obtenidas del musculo del diafragma de ratones mdx a los que se les administré el anticuerpo 21B3 anti-Flt-
1 o el anticuerpo de control de isotipo.

La Figura 18 muestra resultados ejemplares de la cuantificacion del porcentaje de positividad de CD31
normalizado en secciones de tejido obtenidas del musculo del diafragma de ratones mdx a los que se les
administrd el anticuerpo 21B3 anti-Flt-1 o el anticuerpo de control de isotipo.

La Figura 19A-19E muestra resultados ejemplares de la tincion con CD31 de secciones de tejido obtenidas
del masculo tibial anterior de ratones mdx a los que se les administrd anticuerpo anti-Flt-1 21B3 o anticuerpo
de control de isotipo.

La Figura 20 muestra resultados ejemplares de la cuantificacion del porcentaje de positividad de CD31
normalizado en secciones de tejido obtenidas del musculo tibial anterior de ratones mdx a los que se les
administrd el anticuerpo 21B3 anti-Flt-1 o el anticuerpo de control de isotipo.

La Figura 21A muestra resultados ejemplares del andlisis de cromatografia liquida/espectrometria de masas
de fase inversa (RP-LC/MS) para determinar el peso molecular del anticuerpo 21 B3 desglicosilado.

La Figura 21B muestra resultados ejemplares del andlisis del patrén de glicosilacion de la cadena pesada.

Las Figuras 22A y 22B muestran resultados ejemplares que representan el rescate de la fosforilacién de
VEGF R2 por anticuerpos anti-Flt-1. Se trataron células endoteliales de vena primaria humana (HUVEC) con
VEGF en presencia de anticuerpos sFlt-1 y antiFlt-1 y se determiné el nivel de fosforilacion de VEGF R2. El
porcentaje de rescate indica el nivel de fosforilacién de VEGF R2 en relacion con el nivel de fosforilacion de
VEGF R2 cuando las HUVEC se trataron con VEGF y sFlt-1 solos (es decir, sin anticuerpo anti-Flt-1).

La Figura 23 muestra resultados ejemplares que representan la unién de anticuerpos anti-Flt-1 a sFlt-1
recombinante mediante un ensayo ELISA.

La Figura 24 muestra resultados ejemplares que representan niveles séricos de anticuerpo 21B3 anti-Flt-1
libre y anticuerpo de control de isotipo en ratones mdx.

La Figura 25 muestra resultados ejemplares que representan los niveles séricos de sFlt-1 libre en ratones
mdx tratados con el anticuerpo anti-Flt-1 21B3 o con el anticuerpo de control de isotipo.

La Figura 26 muestra resultados ejemplares que representan los niveles séricos de VEGF en ratones mdx
tratados con el anticuerpo anti-Flt-1 21B3 o con el anticuerpo de control de isotipo.

Las Figuras 27A-27H muestran resultados ejemplares de tincion con CD31 de secciones de tejido obtenidas
del masculo del diafragma de ratones mdx con anticuerpo anti-Flt-1 21B3 o control de vehiculo durante 6
(27A-27D) 0 12 (27E-27H) semanas.

Las Figuras 28A-28H muestran resultados ejemplares de tincién con CD31 de secciones de tejido obtenidas
del masculo gastrocnemio de ratones mdx a los que se les administro anticuerpo 21 B3 anti-Flt-1 o control de
vehiculo durante 6 semanas (28A-28D) o 12 semanas (28E-28H).
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Las Figuras 29A-29H muestran resultados ejemplares de tincion con CD31 de secciones de tejido obtenidas
del musculo tibial de ratones mdx a los que se les administré anticuerpo 21B3 anti-Flt-1 o control de vehiculo
durante 6 semanas (29A-29D) o 12 semanas (29E-29H).

Las Figuras 30A-30C muestran resultados ejemplares de la cuantificacion del porcentaje de positividad de
la tincion de CD31 en secciones de tejido obtenidas del diafragma, gastrocnemio y musculo tibial de ratones
mdx a los que se les administré el anticuerpo 21B3 anti-Flt-1 o el anticuerpo de control del vehiculo durante
6 0 12 semanas.

Las Figuras 31A-31H muestran resultados ejemplares de tincién inmunohistoquimica de colageno tipo | de
secciones de tejido obtenidas del musculo del diafragma de ratones mdx a los que se les administré
anticuerpo 21B3 anti-Flt-1 o control de vehiculo durante 6 semanas (31A-31D) o 12 semanas (31E-31H).

Las Figuras 32A-32H muestran resultados ejemplares de la tincion inmunohistoquimica de colageno tipo |
de secciones de tejido obtenidas del misculo gastrocnemio de ratones mdx a los que se les administro el
anticuerpo 21B3 anti-Flt-1 o el control del vehiculo durante 6 semanas (32A-32D) o 12 semanas (32E-32H).

Las Figuras 33A-33H muestran resultados ejemplares de la tincién inmunohistoquimica de colageno tipo |
de secciones de tejido obtenidas del musculo tibial de ratones mdx a los que se les administro el anticuerpo
21B3 anti-Flt-1 o el control del vehiculo durante 6 semanas (33A-33D) o 12 semanas (33E-33H).

Las Figuras 34A-34C muestran resultados ejemplares de la cuantificacion del porcentaje de positividad de
la tincién de colageno tipo | en secciones de tejido obtenidas del diafragma, gastrocnemio y musculo tibial de
ratones mdx a los que se les administro anticuerpo anti-Flt-1 21B3 o anticuerpo de control de vehiculo durante
6 0 12 semanas.

Las Figuras 35A y 35B muestran resultados ejemplares de la cuantificacion del porcentaje de necrosis del
musculo gastrocnemio de ratones mdx a los que se les administré anticuerpo anti-Flt-1 21B3 o anticuerpo de
control de vehiculo durante 6 o 12 semanas.

La Figura 36 muestra resultados ejemplares que representan un mapa de calor diferencial que compara el
intercambio de hidrégeno/deuterio de sFlt-1 humana sola con la mezcla de sFlt-1 humana y anticuerpo anti-
Flt-1 (21B3). Gris: sin proteccion de deuterio; azul: proteccién de deuterio tras la unién de Fab.

La Figura 37 muestra resultados ejemplares que representan un mapa de calor diferencial que compara el
intercambio de hidrégeno/deuterio de sFlt-1 humana sola con la mezcla de sFlt-1 humana y anticuerpo anti-
Flt-1 (21C6). Gris: sin proteccion de deuterio; azul: proteccién de deuterio tras la unién de Fab.

Las Figuras 38A-3E muestran resultados ejemplares que representan espectros de MS/MS para péptidos
identificados que contienen residuos de aminoacidos de regiones epitopicas.

DEFINICIONES

[0021] Para que la presente invencion se comprenda mas facilmente, a continuacién se definen en primer lugar
determinados términos. Se establecen definiciones adicionales para los siguientes términos y otros términos a lo largo
de la especificacion.

[0022] Afinidad: como se sabe en la técnica, "afinidad" es una medida de la estanqueidad con un ligando particular
que se une a su pareja. En algunas formas de realizacién, el ligando o compariero es Flt-1 soluble. En algunas formas
de realizacién, el ligando o compariero es un Flt-1 recombinante. En una forma de realizacién particular, el ligando o
compafiero es sFlt-1 humano. En una forma de realizacion particular, el ligando o comparfiero es un sFlt-1
recombinante. En otras formas de realizacion, el ligando o asociado es un anticuerpo anti-Flt-1. Las afinidades se
pueden medir de diferentes maneras. En algunas formas de realizacion, la afinidad se mide mediante un ensayo
cuantitativo. En algunas de tales formas de realizacion, la concentracién de la pareja de unién se puede fijar para que
supere la concentracion del ligando para imitar las condiciones fisiolégicas. Como alternativa o adicionalmente, en
algunas formas de realizacion, la concentracion de la pareja de unién y/o la concentracion del ligando puede variar.
En algunas de tales formas de realizacion, la afinidad puede compararse con una referencia en condiciones
comparables (p. €j., concentraciones).

[0023] Afinidad madurada (o anticuerpo madurado por afinidad): como se usa en el presente documento, el
término "afinidad madurada" o "anticuerpo madurado por afinidad", se refiere a un anticuerpo con una o mas
alteraciones en una o mas CDR del mismo que dan como resultado una mejora en la afinidad del anticuerpo por el
antigeno, en comparacién con un anticuerpo original que no posee esas alteraciones. En algunas formas de
realizacién, los anticuerpos madurados por afinidad tendran afinidades nanomolares o incluso picomolares por un
antigeno objetivo. Los anticuerpos madurados por afinidad se pueden producir mediante cualquiera de una variedad
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de procedimientos conocidos en la técnica. Marks et al., BioTechnology 10:779-783 (1992) describe la maduracion de
la afinidad mediante el barajado de los dominios VH y VL. La mutagénesis aleatoria de residuos de CDR y/o marco
esta descrita por: Barbas et al. proc. Nat. Acad. EE. UU. 91:3809-3813 (1994); Schier y col., Gene 169: 147-155 (1995);
Yelton y col., J. Immunol. 155: 1994-2004 (1995); Jackson y col., J. Immunol. 154(7):3310-9 (1995); y Hawkins y col.,
J. Mol. Biol. 226:889-896 (1992).

[0024] Mejora: como se usa en el presente documento, el término "mejora" significa la prevencion, reduccion o
paliacion de un estado, o mejora del estado de un sujeto. La mejora incluye, pero no requiere, la recuperacién completa
o0 la prevencion completa de una condicion de enfermedad.

[0025] Animal: como se usa en este documento, el término "animal" se refiere a cualquier miembro del reino animal.
En algunas formas de realizacién, "animal” se refiere a humanos, en cualquier etapa de desarrollo. En algunas formas
de realizacion, "animal" se refiere a animales no humanos, en cualquier etapa de desarrollo. En ciertas formas de
realizacién, el animal no humano es un mamifero (p. €j., un roedor, un ratén, una rata, un conejo, un mono, un perro,
un gato, una oveja, ganado, un primate y/o un cerdo). En algunas formas de realizacion, los animales incluyen, entre
otros, mamiferos, aves, reptiles, anfibios, peces, insectos y/o gusanos. En algunas formas de realizacién, un animal
puede ser un animal transgénico, un animal modificado genéticamente y/o un clon.

[0026] Anticuerpo: como se usa en el presente documento, el término “"anticuerpo” se refiere a cualquier
inmunoglobulina, ya sea natural o producida total o parcialmente sintéticamente. Todos los derivados de los mismos
gue mantienen la capacidad de unién especifica también se incluyen en el término. El término también cubre cualquier
proteina que tenga un dominio de unién que sea homélogo o en gran medida homélogo a un dominio de unién a
inmunoglobulina. Dichas proteinas pueden derivarse de fuentes naturales, o ser parcial o totalmente producidas
sintéticamente. Un anticuerpo puede ser monoclonal o policlonal. Un anticuerpo puede ser miembro de cualquier
isotipo de inmunoglobulina, incluido cualquiera de los isotipos humanos: IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. En ciertas formas
de realizacion, un anticuerpo puede ser un miembro de la clase de inmunoglobulina IgG (p. €j., IgG1, 1gG2, IgG3, etc.).
En algunas formas de realizacion, un anticuerpo puede ser un anticuerpo humano. En algunas formas de realizacién,
un anticuerpo puede ser un anticuerpo humanizado.

[0027] Como saben los expertos en la materia, los anticuerpos producidos en la naturaleza normalmente se componen
de cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces
disulfuro. Cada cadena pesada y ligera esta compuesta por una region variable (abreviada aqui como HCVR, VH o VH
y LCVR, VL o VL., respectivamente) y una region constante. La regién constante de una cadena pesada comprende
un dominio CH1, Cx2 y Cn3 (y opcionalmente un dominio Cn4 en el caso de IgM e IgE). La region constante de una
cadena ligera se compone de un dominio, C.. Las regiones Vn y VL contienen ademas regiones de hipervariabilidad,
denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR), interconectadas con regiones que estan mas
conservadas, que se denominan regiones marco (FR). Cada Vuy VL se compone de tres CDR y cuatro FR, dispuestos
desde el extremo amino hasta el extremo carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FRA4.
Las regiones de unién de las cadenas pesada y ligera contienen un dominio de unién que interactiia con un antigeno.
Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar en la unién de la inmunoglobulina a los tejidos o factores
del huésped, incluidas varias células del sistema inmunitario (p. €j., células efectoras) y el primer componente (C1q)
del sistema del complemento clasico.

[0028] Porcién de unién a antigeno: como se usa en el presente documento, el término "porcién de unién a antigeno”
o "fragmento de unién a antigeno" se refiere a uno o mas fragmentos o porciones de un anticuerpo que conservan la
capacidad de unirse especificamente a un antigeno (por ejemplo, Flt-1). Los ejemplos de porciones de unién a
antigeno incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consta de los dominios VH, Vi, Cul y Ci; (ii)
un fragmento F(ab')z, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en
la region bisagra; (iii) un fragmento Fd que consta de los dominios Vu 'y Cul; (iv) un fragmento Fv que consiste en los
dominios Vn y VL de un solo brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature 341:544-546),
que comprende un solo dominio variable; (vi) una regién determinante de la complementariedad (CDR) aislada; (vii)
un fragmento Fab', que es esencialmente un Fab con parte de la region bisagra; (viii) un nanocuerpo, una region
variable de cadena pesada que contiene un solo dominio variable y dos dominios constantes. Ademas, aunque los
dos dominios del fragmento Fv, Vu y Vi, estan codificados por genes separados, pueden unirse mediante métodos
recombinantes mediante un enlace sintético que les permite formar una Unica cadena proteica en la que el Vu y las
regiones VL se emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena sencilla (scFv); véase,
por ejemplo, Bird et al. (1988) Science 242:423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci EE. UU. 85:5879-
5883). Un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo puede comprender opcionalmente un fragmento de
anticuerpo de cadena sencilla. Como alternativa o adicionalmente, un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo
puede comprender mdltiples cadenas que estan unidas entre si, por ejemplo, mediante enlaces disulfuro. Un
fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo puede comprender opcionalmente un complejo multimolecular.

[0029] Un fragmento de anticuerpo contiene suficiente secuencia del anticuerpo original del cual es un fragmento que
se une al mismo antigeno que el anticuerpo original; en algunas formas de realizacién, un fragmento se une al antigeno
con una afinidad comparable a la del anticuerpo original y/o compite con el anticuerpo original por la unién al antigeno.
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[0030] Los expertos en la técnica apreciaran que el término "fragmento de anticuerpo” no implica y no se limita a
ningn modo particular de generacién. Se puede producir un fragmento de anticuerpo mediante el uso de cualquier
metodologia apropiada, que incluye, entre otros, la escision de un anticuerpo intacto, la sintesis quimica y la produccion
recombinante. La utilidad de los fragmentos se selecciona de la misma manera que los anticuerpos intactos.

[0031] Aproximadamente o alrededor de: como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" o
"alrededor de", cuando se aplica a uno o mas valores de interés, se refiere a un valor que es similar a un valor de
referencia establecido. En ciertas formas de realizacion, el término "aproximadamente” o “alrededor de" se refiere a
un rango de valores que se encuentran dentro del 25 %, 20 %, 19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 11
%, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % o0 menos en cualquier direccidon (mayor que o menor que) del
indicado valor de referencia a menos que se indique lo contrario o sea evidente del contexto (excepto cuando dicho
namero exceda el 100 % de un valor posible).

[0032] Asociado con: dos eventos o entidades estan "asociados" entre si, como se usa ese término en este
documento, si la presencia, el nivel y/o la forma de uno esta correlacionado con el del otro. Por ejemplo, se considera
que una entidad particular (p. ej., un polipéptido) estd asociada con una enfermedad, trastorno o condiciéon en
particular, si su presencia, nivel y/o forma se correlaciona con la incidencia y/o la susceptibilidad a la enfermedad,
trastorno o condicion (por ejemplo, a través de una poblacion relevante). En algunas formas de realizacién, dos o méas
entidades estan "asociadas" fisicamente entre si si interactdan, directa o indirectamente, de modo que estan y
permanecen en proximidad fisica entre si. En algunas formas de realizacién, dos o mas entidades que estan
fisicamente asociadas entre si estan unidas covalentemente entre si; en algunas formas de realizacion, dos o mas
entidades que estan fisicamente asociadas entre si no estan unidas entre si de forma covalente, sino que estan
asociadas de forma no covalente, por ejemplo, mediante enlaces de hidrégeno, interaccion de van der Waals,
interacciones hidrofobicas, magnetismo y combinaciones de las mismas.

[0033] Vehiculo o diluyente: como se usa en el presente documento, los términos "portador” y "diluyente" se refieren
a un vehiculo o sustancia diluyente farmacéuticamente aceptable (p. €j., seguro y no téxico para la administracion a
un ser humano) util para la preparacion de una formulacién farmacéutica. Los diluyentes ejemplares incluyen agua
estéril, agua bacteriostatica para inyeccion (BWFI), una solucion tamponada de pH (por ejemplo, solucién salina
tamponada con fosfato), solucion salina estéril, solucion de Ringer o solucion de dextrosa.

[0034] CDR: como se usa en el presente documento, se refiere a una region determinante de complementariedad
dentro de una region variable de anticuerpo. Hay tres CDR en cada una de las regiones variables de la cadena pesada
y la cadena ligera, que se denominan CDR1, CDR2 y CDR3, para cada una de las regiones variables. Un "conjunto
de CDR" o "conjunto de CDR" se refiere a un grupo de tres o seis CDR que ocurren en una Unica region variable capaz
de unirse al antigeno o las CDR de regiones variables de cadena ligera y pesada afines capaces de unirse al antigeno.
Se han establecido ciertos sistemas en la técnica para definir limites de CDR (por ejemplo, Kabat, Chothia, etc.); los
expertos en la técnica aprecian las diferencias entre estos sistemas y son capaces de comprender los limites de CDR
en la medida requerida para comprender y poner en practica la invencion reivindicada.

[0035] Anticuerpo quimérico: como se usa aqui, se refiere a un anticuerpo cuya secuencia de aminoacidos incluye
secuencias de regiones Vu y VL que se encuentran en una primera especie y secuencias de regiones constantes que
se encuentran en una segunda especie, diferente de la primera especie. En muchas formas de realizacion, un
anticuerpo gquimérico tiene regiones Vu y VL murinas unidas a regiones constantes humanas. En algunas formas de
realizacion, un anticuerpo con regiones Vu y Vi humanas unidas a regiones constantes no humanas (p. €j., una region
constante de ratén) se denomina "anticuerpo quimérico inverso".

[0036] Forma de dosificacion: como se usa en el presente documento, los términos "forma de dosificacién" y "forma
de dosificacién unitaria” se refieren a una unidad fisicamente discreta de una proteina terapéutica (p. €j., un anticuerpo)
para el paciente a tratar. Cada unidad contiene una cantidad predeterminada de material activo calculada para producir
el efecto terapéutico deseado. Se entendera, sin embargo, que la dosificacion total de la composicion la decidira el
médico tratante dentro del alcance del sano juicio médico.

[0037] Disfuncion: como se usa en este documento, el término "disfunciéon" se refiere a una funcién anormal. La
disfuncion de una molécula (p. €j., una proteina) puede ser causada por un aumento o disminuciéon de una actividad
asociada con tal molécula. La disfunciéon de una molécula puede estar causada por defectos asociados con la propia
molécula o con otras moléculas que interactlan directa o indirectamente con la molécula o la regulan.

[0038] Epitopo: como se usa en el presente documento, incluye cualquier resto que sea reconocido especificamente
por un componente de unién a inmunoglobulina (p. €j., anticuerpo, fragmento de anticuerpo del mismo, receptor). En
algunas formas de realizacién, un epitopo se compone de una pluralidad de atomos o grupos quimicos en un antigeno.
En algunas formas de realizacion, dichos atomos o grupos quimicos estan expuestos en la superficie cuando el
antigeno adopta una conformacion tridimensional relevante. En algunas formas de realizacién, tales atomos o grupos
guimicos estan fisicamente cerca unos de otros en el espacio cuando el antigeno adopta tal conformacién. En algunas
formas de realizacion, al menos algunos de dichos atomos quimicos son grupos que se separan fisicamente entre si
cuando el antigeno adopta una conformacion alternativa (p. €j., se linealiza).
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[0039] Regidn Fc: como se usa aqui, el término "regién Fc" se refiere a un dimero de dos "polipéptidos Fc",
comprendiendo cada "polipéptido Fc" la region constante de un anticuerpo excluyendo el primer dominio de
inmunoglobulina de la regién constante. En algunas formas de realizacion, una "regién Fc" incluye dos polipéptidos Fc
unidos por uno o mas enlaces disulfuro, enlazadores quimicos o enlazadores peptidicos. "Polipéptido Fc" se refiere a
los dos dltimos dominios de inmunoglobulina de region constante de IgA, IgD e IgG, y los dltimos tres dominios de
inmunoglobulina de region constante de IgE e IgM, y también puede incluir parte o la totalidad de la bisagra flexible N-
terminal a estos dominios. Para IgG, el "polipéptido Fc" comprende los dominios de inmunoglobulina Cgamma2 (Cy2)
y Cgamma3 (Cy3) y la parte inferior de la bisagra entre Cgammal (Cyl) y Cy2. Aunque los limites del polipéptido Fc
pueden variar, el polipéptido Fc de cadena pesada de IgG humana generalmente se define para comprender residuos
gue comienzan en T223 o0 C226 o P230, hasta su extremo carboxilo, donde la numeracion es de acuerdo con el indice
EU como en Kabat et al. (1991, NIH Publicacién 91-3242, National Technical Information Services, Springfield, VA).
Para IgA, el polipéptido Fc comprende los dominios de inmunoglobulina Calfa2 (Ca2) y Calfa3 (Ca3) y la parte inferior
de la bisagra entre Calfa1l (Ca1) y Ca2. Una region Fc puede ser sintética, recombinante o generada a partir de fuentes
naturales como IVIG.

[0040] Marco o region marco: como se usa en el presente documento, se refiere a las secuencias de una region
variable menos las CDR. Debido a que una secuencia de CDR puede ser determinada por diferentes sistemas,
igualmente una secuencia marco esta sujeta a interpretaciones correspondientemente diferentes. Las seis CDR
dividen las regiones marco de las cadenas pesada y ligera en cuatro subregiones (FRI, FR2, FR3 y FR4) en cada
cadena, en las que CDRI se ubica entre FRI y FR2, CDR2 entre FR2 y FR3, y CDR3 entre FR3 y FR4. Sin especificar
las subregiones particulares como FR1, FR2, FR3 o FR4, una regién marco, tal como la denominan otros, representa
las FR combinadas dentro de la regién variable de una Unica cadena de inmunoglobulina de origen natural. Tal como
se usa en el presente documento, un FR representa una de las cuatro subregiones, FR1, por ejemplo, representa la
primera regién marco mas cercana al extremo amino terminal de la region variable y 5' con respecto a CDR1, y FR
representa dos o mas de las subregiones que constituyen una regién marco.

[0041] Vida media: como se usa en el presente documento, el término "vida media" es el tiempo requerido para que
una cantidad tal como la concentracién o actividad de proteina caiga a la mitad de su valor medido al comienzo de un
periodo de tiempo.

[0042] Alta afinidad: como se usa en este documento, el término "alta afinidad", cuando se refiere a un anticuerpo de
tipo IgG, se refiere a un anticuerpo que tiene una KD de 10 M o0 menos, mas preferiblemente 10-° M o menos e incluso
mas preferiblemente 101° M o menos para un dominio de Flt-1. Sin embargo, la unién de "alta afinidad" puede variar
para otros isotipos de anticuerpos. Por ejemplo, unién de "alta afinidad" por un isotipo IgM se refiere a un anticuerpo
gue tiene una KD de 107 M o menos, mas preferiblemente 108 M o menos, incluso mas preferiblemente 10° M o
menos.

[0043] Anticuerpo humano: como se usa en el presente documento, se pretende que incluya anticuerpos que tienen
regiones variables y constantes generadas (0 ensambladas) a partir de secuencias de inmunoglobulina humana. En
algunas formas de realizacion, los anticuerpos (0 componentes de anticuerpos) pueden considerarse "humanos"
aunque sus secuencias de aminoacidos incluyan residuos o elementos no codificados por secuencias de
inmunoglobulina de linea germinal humana (p. €j., incluyen variaciones de secuencia, por ejemplo, que pueden
(originalmente) haberse introducido por mutagénesis aleatoria o especifica de sitio in vitro o por mutacion somatica in
vivo), por ejemplo, en una o mas CDR y en particular CDR3.

[0044] Anticuerpo monoclonal humano: como se usa en el presente documento, se pretende que se refiera a
anticuerpos que muestran una especificidad de union Unica que tienen regiones variables en las que tanto el marco
como las regiones CDR se derivan de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. En una forma de
realizacién, los anticuerpos monoclonales humanos son producidos por un hibridoma que incluye una célula B obtenida
de un animal no humano transgénico, por ejemplo, un raton transgénico, que tiene un genoma que comprende un
transgén de cadena pesada humana y un transgén de cadena ligera fusionados a una célula inmortalizada.

[0045] Humanizado: como se sabe en la técnica, el término "humanizado" se usa cominmente para referirse a
anticuerpos (o componentes de anticuerpos) cuya secuencia de aminoacidos incluye secuencias de las regiones Vi y
V. de un anticuerpo de referencia creado en una especie no humana (p. €j., un ratén, una llama), pero también incluye
modificaciones en esas secuencias en relacion con el anticuerpo de referencia destinado a hacerlos mas "similares a
los humanos", es decir, mas similares a las secuencias variables de la linea germinal humana. En algunas formas de
realizacién, un anticuerpo (o componente de anticuerpo) "humanizado" es uno que se une inmunoespecificamente a
un antigeno de interés y que tiene una regién marco (FR) que tiene sustancialmente la secuencia de aminoacidos
como la de un anticuerpo humano, y un determinante complementario region (CDR) que tiene sustancialmente la
secuencia de aminoacidos como la de un anticuerpo no humano (p. €j., un ratén, una llama). Un anticuerpo
humanizado comprende sustancialmente la totalidad de al menos uno, y nhormalmente dos, dominios variables (Fab,
Fab', F(ab")2, FabC, Fv) en los que todas o sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a las de una
inmunoglobulina no humana (es decir, inmunoglobulina donante) y todas o sustancialmente todas las regiones marco
son las de una secuencia consenso de inmunoglobulina humana. En algunas formas de realizacién, un anticuerpo
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humanizado también comprende al menos una porcion de una regién constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente
la de una regién constante de inmunoglobulina humana. Un anticuerpo humanizado contiene tanto la cadena ligera
como al menos el dominio variable de una cadena pesada. El anticuerpo también puede incluir una region Cx1, bisagra,
Ch2, Cu3y, opcionalmente, una region Cn4 de una region constante de cadena pesada. Un anticuerpo humanizado
contiene regiones Vu y Vi humanizadas.

[0046] Hipertrofia: como se usa en el presente documento, el término "hipertrofia” se refiere al aumento de volumen
de un érgano o tejido debido al aumento de tamafio de las células que lo componen.

[0047] Mejorar, aumentar o reducir: como se usa en este documento, los términos "mejorar”, "aumentar" o "reducir",
0 equivalentes gramaticales, indican valores que son relativos a una medicion de referencia, como una medicion en el
mismo individuo antes del inicio del tratamiento descrito en este documento, o una medicién en un individuo de control
(o mdltiples individuos de control) en ausencia del tratamiento descrito en este documento. Un "individuo de control"
es un individuo afectado por la misma forma de enfermedad que el individuo que recibe tratamiento, que tiene
aproximadamente la misma edad que el individuo que recibe tratamiento (para garantizar que las etapas de la
enfermedad en el individuo tratado y el (los) individuo(s) de control son comparables).

[0048] Inhibicion: como se usa en el presente documento, los términos "inhibicion”, "inhibir" e "inhibido" se refieren a
procesos 0 métodos para disminuir o reducir la actividad y/o la expresién de una proteina o un gen de interés. Por lo
general, inhibir una proteina o un gen se refiere a reducir la expresion o una actividad relevante de la proteina o el gen
en al menos un 10 % o mas, por ejemplo, 20 %, 30 %, 40 % o 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o0 mas, o una disminucién
en la expresion o la actividad relevante de mas de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 50, 100 veces o mas medido por uno o mas métodos
descritos en este documento o reconocidos en la técnica.

[0049] In Vitro: como se usa en el presente documento, el término "in vitro" se refiere a eventos que ocurren en un
entorno artificial, por ejemplo, en un tubo de ensayo o recipiente de reaccién, en un cultivo celular, etc., en lugar de
dentro de un organismo multicelular.

[0050] In vivo: como se usa en el presente documento, el término "in vivo" se refiere a eventos que ocurren dentro de
un organismo multicelular, tal como un ser humano y un animal no humano. En el contexto de los sistemas basados
en células, el término puede usarse para referirse a eventos que ocurren dentro de una célula viva (a diferencia de,
por ejemplo, los sistemas in vitro).

[0051] Anticuerpo aislado: como se usa aqui, el término "anticuerpo aislado" se refiere a un anticuerpo que esta
sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades antigénicas (p. €j., un anticuerpo
aislado que se une especificamente a Flt-1). Ademas, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de otro
material celular y/o productos quimicos.

[0052] Ka: Como se usa aqui, se refiere a la tasa de asociacion de una interaccion anticuerpo-antigeno particular,
mientras que el término "K4", como se usa aqui, se refiere a la tasa de disociacion de una interaccion anticuerpo-
antigeno particular. El término "Kp", como se usa aqui, se refiere a la constante de disociacion, que se obtiene de la
relacién de Kd a Ka (es decir, Kd/Ka) y se expresa como una concentraciéon molar (M). Los valores de Kp para
anticuerpos se pueden determinar utilizando métodos bien establecidos en la técnica. Un método preferido para
determinar la Kp de un anticuerpo es usando resonancia de plasmon superficial, preferiblemente usando un sistema
biosensor tal como un sistema BlAcore®.

[0053] Reorganizacién de cadenas ligeras: como se usa en el presente documento, el término "reorganizacion de
cadenas ligeras" se refiere a un paso de maduracion de afinidad en el que la secuencia de cadenas pesadas se
mantiene constante y se genera una biblioteca de secuencias de cadenas ligeras. La biblioteca de cadenas ligeras se
analiza frente a la cadena pesada para identificar anticuerpos con afinidad de unién mejorada. La afinidad de unién
mejorada puede estar en los rangos nanomolar o picomolar.

[0054] Anticuerpo monoclonal: como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo monoclonal” pretende
hacer referencia a una preparacion de moléculas de anticuerpo de una Unica composicién molecular. Una composicion
de anticuerpo monoclonal muestra una Unica especificidad de unién y afinidad por un epitopo particular.

[0055] Farmacéuticamente aceptable: tal como se usa en el presente documento, el término "farmacéuticamente
aceptable" se refiere a sustancias que, dentro del alcance del buen juicio médico, son adecuadas para usar en contacto
con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica, u otro problema o
complicacién, proporcional a una relacion riesgo/beneficio razonable.

[0056] Polipéptido: como se usa en el presente documento, el término "polipéptido” se refiere a una cadena
secuencial de aminoacidos unidos entre si a través de enlaces peptidicos. El término se usa para referirse a una
cadena de aminoéacidos de cualquier longitud, pero un experto en la materia entendera que el término no se limita a
cadenas largas y puede referirse a una cadena minima que comprende dos aminoacidos unidos entre si a través de
un enlace de péptido. Como saben los expertos en la técnica, los polipéptidos pueden procesarse y/o modificarse.
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[0057] Prevenir: como se usa en este documento, el término "prevenir" o "prevencion”, cuando se usa en relacién con
la aparicién de una enfermedad, trastorno y/o condicion, se refiere a reducir el riesgo de desarrollar la enfermedad,
trastorno y/o afeccion. Consulte la definicion de "riesgo”.

[0058] Proteina: como se usa en el presente documento, el término "proteina” se refiere a uno o mas polipéptidos
que funcionan como una unidad discreta. Si un solo polipéptido es la unidad de funcionamiento discreta y no requiere
una asociacion fisica permanente o temporal con otros polipéptidos para formar la unidad de funcionamiento discreta,
los términos "polipéptido” y "proteina” pueden usarse indistintamente. Si la unidad funcional discreta consta de mas
de un polipéptido que se asocia fisicamente entre si, el término "proteina” se refiere a los multiples polipéptidos que
estan acoplados fisicamente y funcionan juntos como la unidad discreta.

[0059] Riesgo: como se entendera por el contexto, un "riesgo"” de una enfermedad, trastorno y/o afeccién comprende
la probabilidad de que un individuo particular desarrolle una enfermedad, trastorno y/o afeccion (p. ej., DMD). En
algunas formas de realizacion, el riesgo se expresa como un porcentaje. En algunas formas de realizacion, el riesgo
esde0,1,2,34,5,6,7,8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 hasta el 100 %. En algunas formas de realizacion, el
riesgo se expresa como un riesgo relativo a un riesgo asociado con una muestra de referencia o un grupo de muestras
de referencia. En algunas formas de realizacién, una muestra de referencia o un grupo de muestras de referencia
tienen un riesgo conocido de una enfermedad, trastorno, afeccién y/o evento (p. ej., DMD). En algunas formas de
realizacién, una muestra de referencia o un grupo de muestras de referencia son de individuos comparables a un
individuo particular. En algunas formas de realizacion, el riesgo relativo es 0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9, 10 0 mas.

[0060] Unién selectiva: como se usa en el presente documento, "union selectiva”, "se une selectivamente”, "unién
especifica” o "se une especificamente" se refiere, con respecto a un resto de uniéon y un objetivo, asociaciéon
preferencial de una fraccion de unién a un objetivo y no a una entidad que no es el objetivo. Puede ocurrir un cierto
grado de union no especifica entre un resto de unién y un no objetivo. En algunas formas de realizacion, un resto de
union se une selectivamente a un objetivo si la union entre el resto de unioén y el objetivo es mayor de 2 veces, mayor
de 5 veces, mayor de 10 veces o mayor de 100 veces en comparacion con la unién de el resto de unién y un no
objetivo. En algunas formas de realizacién, un resto de unidon se une selectivamente a un objetivo si la afinidad de
union es inferior a aproximadamente 10° M, inferior a aproximadamente 10® M, inferior a aproximadamente 107 M,
inferior a aproximadamente 108 M o inferior que alrededor de 10° M.

[0061] Musculo estriado: como se usa en este documento, el término "musculo estriado” se refiere al tejido muscular
multinucleado con una disposicion regular de sus unidades contractiles intracelulares, sarcémeros, que conducen a la
aparicion de estrias usando microscopia y bajo control voluntario. Por lo general, el misculo estriado puede ser
musculo cardiaco, musculo esquelético y musculos branquioméricos.

[0062] Misculo liso: como se usa en el presente documento, el término “musculo liso” se refiere a misculo no estriado
controlado involuntariamente, incluyendo musculo unitario y de miltiples unidades.

[0063] Sujeto: como se usa aqui, el término "sujeto” se refiere a un ser humano o cualquier animal no humano (p. €j.,
ratén, rata, conejo, perro, gato, ganado, cerdos, ovejas, caballos o primates). Un ser humano incluye formas prenatales
y posnatales. En muchas formas de realizacion, un sujeto es un ser humano. Un sujeto puede ser un paciente, que se
refiere a un ser humano que se presenta a un proveedor médico para el diagnéstico o tratamiento de una enfermedad.
El término "sujeto” se usa aqui de manera intercambiable con "individuo" o "paciente”. Un sujeto puede padecer o ser
susceptible a una enfermedad o trastorno, pero puede presentar o no sintomas de la enfermedad o trastorno.

[0064] Sustancialmente: como se usa en el presente documento, el término "sustancialmente" se refiere a la
condicion cualitativa de exhibir una extensién o grado total o casi total de una caracteristica o propiedad de interés.
Una persona con conocimientos ordinarios en las artes bioldgicas comprendera que los fenédmenos biolégicos y
quimicos rara vez, si es que alguna vez, se completan y/o proceden a completarse o logran o evitan un resultado
absoluto. Por lo tanto, el término "sustancialmente" se usa aqui para capturar la posible falta de integridad inherente
a muchos fenémenos bioldgicos y quimicos.

[0065] Homologia sustancial: la frase "homologia sustancial" se usa aqui para referirse a una comparacion entre
secuencias de aminoacidos o de acidos nucleicos. Como apreciaran los expertos en la materia, generalmente se
considera que dos secuencias son "sustancialmente homélogas" si contienen residuos homaélogos en las posiciones
correspondientes. Los residuos homélogos pueden ser residuos idénticos. Alternativamente, los residuos homélogos
pueden ser residuos no idénticos con caracteristicas estructurales y/o funcionales apropiadamente similares. Por
ejemplo, como es bien sabido por los expertos en la técnica, ciertos aminoacidos se clasifican tipicamente como
aminoacidos "hidrofébicos" o "hidrofilicos" y/o tienen cadenas laterales "polares” o "no polares”. La sustitucién de un
aminoacido por otro del mismo tipo a menudo se puede considerar una sustitucion "homologa”.

[0066] Como es bien sabido en esta técnica, las secuencias de aminoacidos o de acidos nucleicos pueden compararse

usando cualquiera de una variedad de algoritmos, incluidos los disponibles en programas informaticos comerciales
como BLASTN para secuencias de nucleétidos y BLASTP, gapped BLAST y PSI-BLAST para secuencias de
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aminoacidos. Ejemplos de dichos programas se describen en Altschul, et al., herramienta basica de busqueda de
alineacion local, J. Mol. Biol., 215(3): 403-410, 1990; Altschul, et al., Methods in Enzymology; Altschul, et al., "Gapped
BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs”, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402,
1997; Baxevanis, et al., Bioinformatics: A Practical Guide to the Analysis of Genes and Proteins, Wiley, 1998; y Misener,
et al., (eds.), Bioinformatics Methods and Protocols (Methods in Molecular Biology, Vol. 132), Humana Press, 1999.
Ademas de identificar secuencias homélogas, los programas mencionados anteriormente suelen proporcionar una
indicacion del grado de homologia. En algunas formas de realizacién, se considera que dos secuencias son
sustancialmente homélogas si al menos el 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93
%, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 mas de sus residuos correspondientes son homdélogos en un tramo relevante
de residuos. En algunas formas de realizacion, el tramo relevante es una secuencia completa. En algunas formas de
realizacion, el tramo relevante es al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100,
125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500 o0 mas residuos.

[0067] Identidad sustancial: la frase "identidad sustancial" se usa aqui para referirse a una comparacion entre
secuencias de aminoacidos o de acidos nucleicos. Como apreciaran los expertos en la técnica, dos secuencias
generalmente se consideran "sustancialmente idénticas" si contienen residuos idénticos en las posiciones
correspondientes. Como es bien sabido en esta técnica, las secuencias de aminoacidos o de acidos nucleicos pueden
compararse usando cualquiera de una variedad de algoritmos, incluidos los disponibles en programas informaticos
comerciales como BLASTN para secuencias de nucleétidos y BLASTP, gapped BLAST y PSI-BLAST para secuencias
de aminoacidos. Tales programas ejemplares se describen en Altschul, et al., herramienta de busqueda de alineacién
local basica, J. Mol. Biol., 215(3): 403-410, 1990; Altschul, et al., Methods in Enzymology; Altschul y col., Nucleic Acids
Res. 25:3389-3402, 1997; Baxevanis et al., Bioinformatics : A Practical Guide to the Analysis of Genes and Proteins,
Wiley, 1998; y Misener, et al., (eds.), Bioinformatics Methods and Protocols (Methods in Molecular Biology, Vol. 132),
Humana Press, 1999. Ademas de identificar secuencias idénticas, los programas mencionados anteriormente suelen
proporcionar una indicacion del grado de identidad En algunas formas de realizacién, se considera que dos secuencias
son sustancialmente idénticas si al menos el 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93
%, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas de sus residuos correspondientes son idénticos en un tramo relevante
de residuos. En algunas formas de realizacién, el tramo relevante es una secuencia completa. En algunas formas de
realizacion, el tramo relevante es al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100,
125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500 o0 mas residuos.

[0068] Resonancia de plasmones superficiales: como se usa en el presente documento, se refiere a un fenémeno
Optico que permite el andlisis de interacciones de union especificas en tiempo real, por ejemplo, mediante la deteccién
de alteraciones en las concentraciones de proteinas dentro de una matriz de biosensor, como mediante el uso de un
Biacore (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia y Piscataway, NJ). Para mas descripciones, véase Jonsson, U.,
et al. (1993) Ann. Biol. clin. 51: 19-26; Jonsson, U., et al. (1991) Biotechniques 11:620-627; Johnsson, B., et al. (1995)
J. Mol. Recognit. 8: 125-131; y Johnson, B., et al. (1991) Anal. Biochem. 198:268-277.

[0069] Padece: un individuo que "padece" una enfermedad, trastorno y/o afeccién al que se le ha diagnosticado o
muestra uno o mas sintomas de la enfermedad, trastorno y/o afeccién como, por ejemplo, DMD.

[0070] Susceptible a: Un individuo que es "susceptible a" una enfermedad, trastorno y/o afecciéon no ha sido
diagnosticado con la enfermedad, trastorno y/o afeccién. En algunas formas de realizacién, un individuo que es
susceptible a una enfermedad, trastorno y/o afeccion puede no exhibir sintomas de la enfermedad, trastorno y/o
afeccion. En algunas formas de realizacion, un individuo que es susceptible a una enfermedad, trastorno, afeccion o
evento (por ejemplo, DMD) puede caracterizarse por uno o mas de los siguientes: (1) una mutacion genética asociada
con el desarrollo de la enfermedad, trastorno y/o afeccion; (2) un polimorfismo genético asociado con el desarrollo de
la enfermedad, trastorno y/o afeccion; (3) aumento y/o disminucion de la expresion y/o actividad de una proteina
asociada con la enfermedad, trastorno y/o afeccién; (4) habitos y/o estilos de vida asociados con el desarrollo de la
enfermedad, trastorno, afeccion y/o evento (5) haber sufrido, planear someterse o requerir un trasplante. En algunas
formas de realizacién, un individuo que es susceptible a una enfermedad, trastorno y/o afeccion desarrollara la
enfermedad, trastorno y/o afeccién. En algunas formas de realizacion, un individuo que es susceptible a una
enfermedad, trastorno y/o afeccion no desarrollara la enfermedad, trastorno y/o afeccién.

[0071] Tejidos objetivo: como se usa en el presente documento, el término "tejidos objetivo" se refiere a cualquier
tejido que esté afectado por una enfermedad a tratar tal como DMD. En algunas formas de realizacion, los tejidos
objetivo incluyen aquellos tejidos que muestran patologia, sintoma o caracteristica asociada a la enfermedad,
incluidos, entre otros, atrofia muscular, deformaciéon esquelética, miocardiopatia, isquemia muscular, deterioro
cognitivo y deterioro de la funcion respiratoria. En alguna forma de realizacion, el tejido objetivo es musculo liso,
musculo estriado o musculo cardiaco.

[0072] Cantidad terapéuticamente efectiva: como se usa en el presente documento, el término "cantidad
terapéuticamente efectiva" de un agente terapéutico significa una cantidad que es suficiente, cuando se administra a
un sujeto que sufre o es susceptible de padecer una enfermedad, trastorno y/o afeccién, para tratar, diagnosticar,
prevenir y/o retrasar la aparicion de los sintomas de la enfermedad, trastorno y/o afeccion. Los expertos en la materia
apreciaran que una cantidad terapéuticamente eficaz se administra normalmente a través de un régimen de
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dosificacién que comprende al menos una dosis unitaria.

[0073] Tratamiento: como se usa en el presente documento, el término "tratar”, "tratamiento" o "tratado" se refiere a
cualquier método utilizado para aliviar, mejorar, aliviar, inhibir, prevenir, retrasar el inicio, reducir la gravedad y/o reducir
la incidencia de uno o mas sintomas o caracteristicas de una enfermedad, trastorno y/o afeccion particular, como por
ejemplo, DMD. El tratamiento se puede administrar a un sujeto que no muestra signos de una enfermedad y/o muestra
solo signos tempranos de la enfermedad con el fin de disminuir el riesgo de desarrollar patologia asociada con la
enfermedad.

DESCRIPCION DETALLADA

[0074] Varios aspectos de la invencién se describen en detalle en las siguientes secciones. El uso de secciones no
pretende limitar la invencion. Cada seccién puede aplicarse a cualquier aspecto de la invencion. En esta solicitud, el
uso de "0" significa "y/0" a menos que se indique lo contrario.

Distrofia muscular de Duchenne (DMD)

[0075] La DMD es una enfermedad caracterizada por el deterioro progresivo de los musculos y la pérdida de funciones
relacionadas con los musculos en todo el cuerpo. Los anticuerpos anti-Flt-1 o sus fragmentos de unién a antigeno de
la presente invencion pueden ser para ralentizar, retrasar o prevenir el deterioro de los musculos, regenerar los
musculos y revertir, eliminar, retrasar, prevenir o minimizar la fibrosis, la inflamacién y otros sintomas o caracteristicas
asociadas con DMD vy otras distrofias musculares en varios tejidos musculares.

Tejidos musculares

[0076] Hay dos tipos principales de tejido muscular en un animal, musculo estriado y muasculo liso. Como se usa en el
presente documento, el término "musculo estriado" se refiere a tejidos musculares que contienen sarcomeros
repetitivos. El musculo estriado tiende a estar bajo control voluntario y unido al esqueleto. El misculo estriado permite
el movimiento voluntario del cuerpo e incluye los principales grupos musculares, incluidos los cuadriceps,
gastrocnemio, biceps, triceps, trapecio, deltoides y muchos otros. El muisculo estriado tiende a ser muy largo y muchos
musculos estriados pueden funcionar de forma independiente. Sin embargo, algunos musculos estriados no estan
unidos al esqueleto, incluidos los de la boca, el ano, el corazén y la parte superior del es6fago.

[0077] EI musculo liso, por otro lado, tiene una estructura muy diferente. En lugar de una serie de musculos largos con
inserciones esqueléticas separadas, el musculo liso tiende a organizarse en laminas continuas con enlaces mecanicos
entre las células del musculo liso. El misculo liso a menudo se localiza en las paredes de los 6rganos huecos y por lo
general no esta bajo control voluntario. Los musculos lisos que recubren un érgano en particular deben soportar la
misma carga y contraerse al mismo tiempo. El muasculo liso funciona, al menos en parte, para manejar los cambios de
carga en los érganos huecos causados por el movimiento y/o cambios en la postura o la presion. Esta doble funcién
significa que el musculo liso no solo debe poder contraerse como el musculo estriado, sino que también debe poder
contraerse ténicamente para mantener las dimensiones del 6rgano frente a cargas sostenidas. Ejemplos de masculos
lisos son los que recubren los vasos sanguineos, los bronquiolos, la vejiga y el tracto gastrointestinal, como el recto.

[0078] La fuerza de un musculo depende del nimero y tamafio de las células del misculo y de su disposicion
anatémica. Aumentar el diametro de una fibra muscular ya sea mediante la sintesis de nuevas miofibrillas (hipertrofia)
y/o la formacién de mas células musculares (hiperplasia) aumentara la capacidad de generacion de fuerza del
musculo.

[0079] Los musculos también se pueden agrupar por ubicacion o funcion. En algunas formas de realizacion, el
anticuerpo Flt-1 o su fragmento de union a antigeno se dirige a uno 0 mas musculos de la cara, uno 0 mas musculos
para la masticacién, uno o mas musculos de la lengua y el cuello, uno o mas musculos del térax, uno 0 mas musculos
de la cintura pectoral y de los brazos, uno o mas musculos del brazo y del hombro, uno o mas musculos ventrales y
dorsales del antebrazo, uno o mas musculos de la mano, uno o mas musculos del erector de la columna, uno o mas
musculos de la cintura pélvica y las piernas, y/o uno o mas musculos de la pata delantera y el pie.

[0080] En algunas formas de realizacion, los misculos de la cara incluyen, entre otros, misculos intraoculares tales
como ciliar, dilatador del iris, esfinter del iris; masculos del oido tales como auriculares, temporoparietalis, stapedius,
tensor tympani; musculos de la nariz tales como procerus, nasalis, dilatator naris, depressor septi nasi, levator labii
superioris alaeque nasi; masculos de la boca tales como levator anguli oris, depresor anguli oris, orbicularis oris,
Buccinator, Zygomaticus Major y Minor, Platysma, Levator Labii Superioris, Depressor Labii Inferioris, Risorius,
Mentalis y/o Corrugator Supercilii.

[0081] En algunas formas de realizacién, los musculos de la masticacion incluyen, entre otros, masetero, temporal,
pterigoideo medial, pterigoideo lateral. En algunas formas de realizacion, los misculos de la lengua y el cuello incluyen,
entre otros, geniogloso, estilogloso, palatogloso, hiogloso, digastrico, estilohioideo, milohioideo, geniohioideo,
omohioideo, esternohioideo, esternotiroideo, tirohioideo, esternocleidomastoideo, escaleno anterior, escaleno medio,
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y/o escaleno posterior.

[0082] En algunas formas de realizacion, los musculos del térax, la cintura pectoral y los brazos incluyen, entre otros,
subclavio, pectoral mayor, pectoral menor, recto abdominal, oblicuo abdominal externo, oblicuo abdominal interno,
transverso del abdomen, diafragma, intercostales externos, intercostales internos, serrato anterior, trapecio, elevador
de la escapula, romboides mayor, romboides menor, dorsal ancho, deltoides, subescapular, supraespinoso,
infraespinoso, redondo mayor, redondo menor y/o coracobraquial.

[0083] En algunas formas de realizacion, los musculos del brazo y el hombro incluyen, pero no se limitan a biceps
braquial-cabeza larga, biceps braquial-cabeza corta, triceps braquial-cabeza larga, triceps braquial-cabeza lateral,
triceps braquial-cabeza medial, anconeo, pronador redondo, supinador y/o braquial.

[0084] En algunas formas de realizacion, los musculos del antebrazo ventral y dorsal incluyen, pero no se limitan a
Brachioradialis, Flexor carpi radialis, Flexor carpi ulnaris, Palmaris longus, Extensor carpi ulnaris, Extensor carpi
radialis longus, Extensor carpi radialis brevis, Extensor digitorum, Extensor digiti minimi.

[0085] En algunas formas de realizacion, los misculos de la mano incluyen, entre otros, musculos intrinsecos de la
mano tales como tenar, abductor corto del pulgar, flexor corto del pulgar, oponente del pulgar, hipotenar, abductor
digiti minimi, flexor digiti minimi brevis, oponente digiti minimi, palmar interosei, dorsal interosei y/o lumbricales.

[0086] En algunas formas de realizacién, los masculos del erector de la columna incluyen, pero no se limitan a cervical,
espinal, longisimo y/o iliocostal.

[0087] En algunas formas de realizacién, los musculos de la cintura pélvica y las piernas incluyen, entre otros, Psoas
Major, iliaco, cuadrado femoral, aductor largo, aductor corto, aductor mayor, gracil, sartorio, cuadriceps femoral tal
como, rectus femoris, vastus lateralis, vastus medialis, vastus intermedius, gastrocnemius, fibular (peroneo) largo,
Soleus, Gluteus maximus, Gluteus medius, Gluteus minimus, Isquiotibiales: Biceps femoral: Cabeza larga,
Isquiotibiales: Biceps femoral: Cabeza corta, Isquiotibiales: Semitendinoso, Isquiotibiales: semimembranoso, tensor
de la fascia lata, pectineo y/o tibial anterior.

[0088] En algunas formas de realizacion, los muisculos de la pata delantera y el pie incluyen, pero no se limitan a
extensor digitorum longus, extensor hallucis longus, peroneus brevis, plantaris, tibialis posterior, flexor hallucis longus,
extensor digitorum brevis, extensor hallucis brevis, abductor hallucis, flexor hallucis brevis, abductor digiti minimi, flexor
digiti minimi, oponens digiti minimi, extensor digitorum brevis, lumbricales del pie, quadratus plantae o flexor
accessorius, flexor digitorum brevis, dorsal interosei, y/o plantar interosei.

[0089] Los objetivos musculares ejemplares se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1.
ORBICULARIS OCULI
Intraocular: ciliar, dilatador de iris, esfinter de iris
Oido: auriculares, temporoparietalis, stapedius, tensor del timpano
Nariz: procerus, nasalis, dilatator naris, depressor septi nasi, levator labii superioris alaeque nasi
Boca: elevador del dngulo de la boca, depresor del dngulo de la boca, orbicular de la boca
Buccinador Cigomatico mayor platisma Levator Labii Superioris
y menor
Depresor Labii Inferioris Risorio Mentalis Corrugador Supercilar
Anconeo Pronador redondo | Supinador Braquial
MUSCULOS DE LA MASTICATON
Masetero | Temporal | Pterigoideo medial | Pterigoideo lateral
MUSCULOS DE LA LENGUA Y EL CUELLO
Geniogloso Estilogloso Palatogloso Hiogloso
Digastrico Estilohioideo Milohioideo Geniohioideo
Omohioideo Esternohioideo Esternotiroideo Tirohioideo
Esternocleidomastoideo Escaleno anterior | Escaleno Medio Escaleno posterior
MUSCULOS DEL TORAX, CINTURA PECTORAL Y BRAZOS
Subclavio Pectoral mayor Pectoral menor Recto abdominal
Oblicuo abdominal externo Ob“CU(? . Transverso del Diafragma
abdominal interno | abdomen
Intercostales externos l ntercostales Serrato anterior Trapecio
internos
Elevador de la escapula Romboideo Mayor | Romboideo menor Dorsal ancho
Deltoides Subescapular Supraespinoso Infraespinoso
Redondo mayor Redondo menor Coracobraquialis
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(Continuacion)

BRAZO Y HOMBRO

Biceps braquial-Cabeza larga

Biceps braquial-
Cabeza corta

Triceps  braquial-
Cabeza larga

Triceps braquial-Cabeza
lateral

Triceps
medial

braquial-Cabeza

Anconeo

Pronador redondo

Supinador

Braquial

MUSCULOS DEL ANTEBRAZO:

Ventral y Dorsal

Braquiorradial

Flexor radial del
carpo

Flexor cubital del
carpo

Palmaris largo

Extensor cubital del carpo

Extensor  radial
largo del carpo

Extensor carpi
radialis brevis

Extensor de los dedos

Extensor digiti minimi

Erector de la
columna: cervical

Erector de la
columna: espinal

Erector de la columna:

longisimo

Erector de la columna: iliocostal

Musculos intrinsecos de la mano: tenar, abductor pollicis brevis, flexor pollicis brevis y el opponens

pollicis

Musculos intrinsecos de la mano: hipotenar, abductor digiti minimi, flexor digiti minimi brevis y oponens

digiti minimi

Musculos intrinsecos de la mano: interéseos palmares, inter6seos dorsales y lumbricales

MUSCULOS DE LA CINTURA PELVICA Y LAS PIERNAS

lliopsoas: Psoas Mayor

lliopsoas: lliaco

cuadrado femoral

Aductor largo

Aductor corto Aductor mayor Gracil Sartorio
Cuadriceps femoral:  recto Cuadrlc.eps Cuadrlc_eps Cuadriceps femoral: vasto
femoral: vasto | femoral: vasto | . h
femoral . intermedio
lateral medial
Gastrocnemio llg?gucl)ar (peroneo) Soéleo Gluteo mayor
Isquiotibiales: Isquiotibiales: biceps
Gluteo medio Gluteo menor biceps femoral: d : P

cabeza larga

femoral: cabeza corta

Isquiotibiales: Semitendinoso Iqu|pt|b|aIes: Tengor de la Pectineo
Semimembranoso | fascia lata
Tibial anterior
MUSCULOS DE LA PIERNA DELANTERA Y DEL PIE
Extensor largo de los dedos Extensor largo del Peroneo corto Plantaris
dedo gordo
- . Flexor largo del | Extensor corto de | Extensor corto del dedo
Tibial posterior
dedo gordo los dedos gordo
Abductor del dedo gordo del pie Flexor corto  del At_)d_uc_tor digit Flexor digiti minimi
dedo gordo minimi
o Extensor corto de | Lumbricales del | Quadratus plantae o flexor
Opponens digiti minimi h .
los dedos pie accesorio
Flexor corto de los dedos Interoseos Interoseos
dorsales plantares

Distrofia muscular

[0090] Las distrofias musculares son un grupo de trastornos hereditarios que causan la degeneracién del masculo, lo
que conduce a movimientos débiles y alterados. Una caracteristica central de todas las distrofias musculares es que
son de naturaleza progresiva. Las distrofias musculares incluyen, pero no se limitan a: distrofia muscular de Duchenne
(DMD), distrofia muscular de Becker, distrofia muscular de Emery-Dreifuss, distrofia muscular facioescapulohumeral,
distrofias musculares de cinturas y distrofia mioténica Tipos 1 y 2, incluida la forma congénita de distrofia mioténica
Tipo 1. Los sintomas pueden variar segun el tipo de distrofia muscular con algunos o todos los muisculos afectados.
Los sintomas ejemplares de distrofias musculares incluyen retraso en el desarrollo de las habilidades motoras
musculares, dificultad para usar uno o mas grupos de musculos, dificultad para tragar, hablar o comer, babeo,
parpados caidos, caidas frecuentes, pérdida de fuerza en un masculo o grupo de musculos en la edad adulta, pérdida
de tamafio muscular, problemas para caminar debido a debilidad o biomecéanica alterada del cuerpo y/o deterioro
cognitivo o conductual/retraso mental.

[0091] Aungue no existen curas conocidas para las distrofias musculares, se usan varios tratamientos de apoyo que
incluyen tanto terapias sintomaticas como modificadoras de la enfermedad. Los corticosteroides, los inhibidores de la
ECA, los bloqueadores de los receptores de angiotensina, la fisioterapia, los dispositivos ortopédicos, las sillas de
ruedas u otros dispositivos médicos de asistencia para las AVD y la funcién pulmonar se usan cominmente en las
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distrofias musculares. Los marcapasos cardiacos se utilizan para prevenir la muerte subita por arritmias cardiacas en
la distrofia mioténica. Los agentes antimiotonicos que mejoran los sintomas de la miotonia (incapacidad para relajarse)
incluyen mexilitina y, en algunos casos, fenitoina, procainamida y quinina.

Distrofia muscular de Duchenne

[0092] La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una forma de distrofia muscular recesiva ligada al cromosoma X
que da como resultado la degeneracién muscular y la muerte final. La DMD se caracteriza por debilidad en los
musculos proximales, marcha anormal, hipertrofia en los musculos gastrocnemio (pantorrilla) y creatina quinasa
elevada. Muchos pacientes con DMD son diagnosticados alrededor de los 5 afios, cuando los sintomas/signos suelen
volverse mas evidentes. Las personas afectadas por lo general dejan de caminar entre los 10 y los 13 afios y mueren
entre los 20 y los 30 afios o antes debido a complicaciones respiratorias y cardiomiopatia.

[0093] En individuos afectados con DMD, los niveles de creatina quinasa en suero pueden aumentar mas de 10 veces
en comparacion con los individuos no afectados. En algunas formas de realizacién, la administracion de la composicién
proporcionada a un individuo afectado da como resultado un nivel de creatina quinasa sérica reducido en comparacion
con el nivel de referencia antes del tratamiento. Por lo general, el nivel de referencia se mide inmediatamente antes
del tratamiento. En algunas formas de realizacién, la administracion de la composicién proporcionada da como
resultado un nivel de creatina quinasa sérica reducido en al menos aproximadamente un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50
%, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o0 95 %. en comparacién con el nivel basal de creatina quinasa sérica inmediatamente
antes del tratamiento. En algunas formas de realizacién, la administracion de la composicion proporcionada da como
resultado un nivel de creatina quinasa sérica reducido a menos de aproximadamente 3500 UI/L, 3000 UI/L, 2500 UI/L,
2000 Ul/L, 1500 UI/L, 1000 UI/L, 750 UI/L, 500 UI/L, 250 UI/L, 100 UI/L, 90 UI/L, 80 UI/L, 70 UI/L o0 60 UI/L. En algunas
formas de realizacion, la administracién de la composiciéon proporcionada da como resultado un nivel de creatina
quinasa sérica reducido en comparacién con el nivel de creatina quinasa sérica en sujetos que no reciben tratamiento.

[0094] El trastorno DMD esta causado por una mutacion en el gen de la distrofina, ubicado en el cromosoma X
humano, que codifica la proteina distrofina, un componente estructural importante dentro del tejido muscular que
proporciona estabilidad estructural al complejo distroglicano (DGC) de la membrana celular. La distrofina une la red
interna de filamentos de actina citoplasmica y la matriz extracelular, proporcionando fuerza fisica a las fibras
musculares. En consecuencia, la alteracion o ausencia de distrofina da como resultado un desgarro anormal de la
membrana sarcolémica y necrosis de las fibras musculares. Si bien ambos sexos pueden portar la mutacion, las
mujeres rara vez presentan signos graves de la enfermedad.

[0095] Un sintoma principal de la DMD es la debilidad muscular asociada con el desgaste muscular, siendo tipicamente
afectados primero los musculos voluntarios, afectando especialmente los masculos de las caderas, el area pélvica,
los muslos, los hombros y los musculos de la pantorrilla. La debilidad muscular también ocurre en los brazos, el cuello
y otras areas. Las pantorrillas a menudo se agrandan. Los signos y sintomas suelen aparecer antes de los 6 afios y
pueden aparecer incluso en la infancia. La miocardiopatia ocurre en personas con DMD generalmente después de los
18 afios. Otros sintomas fisicos incluyen, entre otros, retraso en la capacidad para caminar de forma independiente,
dificultad progresiva para caminar, dar pasos o correr, y pérdida eventual de la capacidad para caminar (generalmente
por la edad de 12 afos); caidas frecuentes; fatiga; dificultad con las habilidades motoras (correr, brincar, saltar);
aumento de la lordosis lumbar, que conduce a un acortamiento de los musculos flexores de la cadera; alteracion de la
funcionalidad del tendon de Aquiles y los isquiotibiales, fibrosis en el tejido conectivo; deformidades de las fibras
musculares; seudohipertrofia (agrandamiento) de los musculos de la lengua y la pantorrilla causada por la sustitucion
del tejido muscular por grasa y tejido conjuntivo; mayor riesgo de trastornos neuroconductuales (p. ej., TDAH),
trastornos del aprendizaje (dislexia) y debilidades no progresivas en habilidades cognitivas especificas (en particular,
memoria verbal a corto plazo); deformidades esqueléticas (incluyendo escoliosis en algunos casos).

[0096] Los cambios en el musculo observados en la DMD van acompafiados de un aumento en el tejido conjuntivo,
es decir, el desarrollo de fibrosis, y son el resultado de procesos reactivos o0 reparativos que implican factores
mecanicos, humorales y/o celulares. La falta de distrofina funcional conduce a la inestabilidad de las membranas de
las fibras musculares y, como resultado, las células son menos resistentes al cizallamiento mecanico y propensas a
una entrada excesiva de electrolitos que da como resultado dafio tisular. A medida que se dafia el tejido muscular en
la DMD, la recuperacion se ve limitada por la capacidad de proliferacién de las células satélite. Esto conduce a
necrosis, inflamacion, fibrosis y reemplazo de células grasas. El aumento en el tejido conectivo ocurre temprano en el
proceso de la enfermedad, ya que el tejido conectivo areolar que envuelve cada miocito y cubre el sarcolema (es decir,
el endomisio) aumenta antes del dafio muscular observable. El aumento del tejido conjuntivo colageno es un factor en
la patologia muscular en la DMD, que afecta adversamente el suministro de nutrientes al miocito afectado v,
secundariamente, afecta la fuerza muscular y la edad de la pérdida de la deambulacion.

[0097] En algunas formas de realizacion, la administracion del anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento del mismo que se
une al antigeno, in vivo da como resultado una disminucion de la fibrosis del tejido muscular. En algunas formas de
realizacién, el muisculo es musculo esquelético. En formas de realizacién particulares, el masculo es el misculo
cardiaco, el musculo del diafragma, el musculo gastrocnemio y/o el masculo tibial anterior (TA). En algunas formas de
realizacién, la disminucion de la fibrosis se demuestra mediante la disminucién de la tincién de colageno. En algunas
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formas de realizacién, el colageno en el colageno Tipo I. En algunas formas de realizacion, la disminucion de la fibrosis
se puede medir, por ejemplo, midiendo el porcentaje de area positiva de colageno en el masculo de ratones a los que
se les administré el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de union a antigeno del mismo. Por ejemplo, el porcentaje de
area positiva para colageno en el muasculo del diafragma de ratones a los que se les administr6 el anticuerpo anti-Flt-
1, o fragmento de union al antigeno del mismo, puede ser al menos alrededor del 3,0 %, alrededor del 3,5 %, alrededor
del 4,0 %, alrededor del 4,5 %, alrededor del 5,0 %, alrededor del 5,5 %, alrededor del 6,0 %, alrededor del 6,5 %,
alrededor del 7,0 %, alrededor del 7,5 %, alrededor del 8,0 %, alrededor del 8,5 % o alrededor del 9,0 % del area total
del tejido. En una forma de realizacion particular, el porcentaje de area positiva de colageno en el musculo del
diafragma de ratones a los que se les administré el anticuerpo anti-Flt-1 puede ser significativamente menor que el
porcentaje de area positiva de colageno en el muasculo del diafragma de ratones a los que se les administré un
anticuerpo de control de isotipo.

[0098] En algunas formas de realizacion, la administracion del anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento del mismo que se
une al antigeno, in vivo da como resultado una disminucion de la necrosis del tejido muscular. En algunas formas de
realizacién, el musculo es musculo esquelético. En formas de realizacién particulares, el masculo es el misculo
cardiaco, el musculo del diafragma, el musculo gastrocnemio y/o el masculo tibial anterior (TA). En algunas formas de
realizacién, la disminucién de la necrosis se puede medir, por ejemplo, midiendo el porcentaje de area positiva de
necrosis en el musculo de ratones a los que se les administré el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unién al antigeno
del mismo. Por ejemplo, el porcentaje de area positiva de necrosis en el misculo gastrocnemio de ratones a los que
se les administré el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unién a antigeno del mismo, puede ser al menos
aproximadamente 0,5 %, aproximadamente 0,45 %, aproximadamente 0,4 %, aproximadamente 0,35 %,
aproximadamente 0,3 %, aproximadamente 0,25 %, aproximadamente 0,2 %, aproximadamente 0,15 %,
aproximadamente 0,1 %, aproximadamente 0,05 % o aproximadamente 0,025 % del area total del tejido. En una forma
de realizacién particular, el porcentaje de area positiva de necrosis en el misculo gastrocnemio de ratones a los que
se les administro el anticuerpo anti-Flt-1 puede ser significativamente menor que el porcentaje de area positiva de
necrosis en el musculo gastrocnemio de ratones a los que se les administré un anticuerpo de control de isotipo.

[0099] En algunas formas de realizacion, la administraciéon del anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de union a antigeno
del mismo, in vivo da como resultado un aumento de la fuerza muscular y/o la resistencia a la fatiga.

Receptor Flt-1

[0100] El receptor Flt-1, también conocido como receptor 1 del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR-1) o
Fit-1, es un receptor que esta codificado por el gen FLT1 y se expresa en las membranas celulares de las células
endoteliales y monocitos. La familia de glicoproteinas sefializadoras del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) actia como potentes promotores de la angiogénesis durante la embriogénesis y el crecimiento posnatal.
Especificamente, se ha demostrado que la unién del ligando de VEGF-A con los receptores de VEGF promueve la
permeabilidad vascular y también desencadena la migracion, proliferacion y supervivencia de las células endoteliales,
y las células endoteliales recién formadas proporcionan la estructura basica de nuevos vasos. La molécula sefial
dominante de VEGF para la angiogénesis, VEGF-A, media su sefial a través del receptor 1 de VEGF (VEGFR-1,
también conocido como Flt-1) y el receptor 2 de VEGF (VEGFR-2, también conocido como Flk-1). También existe una
forma soluble de Flt-1 (sFlt-1), pero carece de un dominio de sefializacién intracelular y, por lo tanto, se cree que solo
sirve en una capacidad reguladora al secuestrar VEGF-A u otros ligandos que se unen a él. sFlt-1 y otras moléculas
gue contienen sitios de unién a Flt-1 que no estan vinculados a una via de transduccion de sefiales intracelulares se
denominan "receptores sefiuelo". Los receptores Flt-1 y FlIk-1 contienen un dominio de unién a VEGF-A extracelular y
un dominio de tirosina quinasa intracelular, y ambos muestran expresion durante la etapa de desarrollo y la
regeneracion tisular en hemangioblastos y linajes de células endoteliales. Flt-1 tiene una afinidad de union
aproximadamente 10 veces mayor por VEGF-A (Kp ~ 2-10 pM) en comparacion con Flk-1, pero una actividad de
tirosina quinasa mas débil indica que la transduccion de sefiales angiogénicas después de la unién de VEGFA a Flt-1
es comparativamente mas débil que la como resultado de la unién de VEGF-A a Flk-l. Como tal, los ratones
homocigéticos con el gen Flt-1 desactivado mueren en la etapa embrionaria debido a la sobreproduccién de células
endoteliales y la desorganizacién de los vasos sanguineos. Inversamente, los ratones homocigoéticos con el gen Flk-1
desactivado mueren por defectos en el desarrollo de los vasos sanguineos organizados debido a la falta de formacién
de islas de sangre en el saco vitelino durante la embriogénesis. Tanto los receptores Flt-1 como Flk-1 son necesarios
para el desarrollo normal, pero el aumento selectivo de la concentracion de VEGF-A puede permitir una mayor unién
al receptor Flk-1 e inducir un efecto proangiogénico que aumenta la densidad capilar y facilita la regeneracion de
musculo, reduccion de la fibrosis y la inflamacion, y mitigacion de los sintomas y caracteristicas asociados con DMD
y otras distrofias musculares en varios tejidos musculares.

[0101] Como se usa en el presente documento, el término "receptor Flt-1" se refiere a receptores Flt-1 tanto solubles
como asociados a la membrana, o fragmentos funcionales de los mismos.

Anticuerpos anti-Flt-1
[0102] Como se usa en el presente documento, el término "anticuerpos anti-Flt-1" se refiere a cualquier anticuerpo, o

fragmentos de unién a antigeno de los mismos, que se unen a un receptor Flt-1 (p. €j., receptor Flt-1 soluble o asociado
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a la membrana). En algunas formas de realizacién, se producen anticuerpos anti-Flt-1 que se unen con alta afinidad a
los receptores de Flt-1. Sin desear limitarse a la teoria, se cree que el anticuerpo anti-Flt-1 que se une a los receptores
Flt-1 inhibe la unién de uno o mas ligandos enddgenos a Flt-1 y, por lo tanto, permite una mayor cantidad de ligando
para asociarse con otros receptores de VEGF, como el receptor Flk-1. La mayor disponibilidad de VEGF promueve la
angiogénesis con un mayor flujo sanguineo al masculo para combatir la isquemia funcional y conducir a mejoras en
las caracteristicas estructurales y funcionales de la DMD. En algunas formas de realizacion, la unién de anticuerpos a
los receptores Flt-1 aumenta la cantidad de VEGF disponible para unirse a otros receptores de VEGF.

[0103] La Tabla 2 describe anticuerpos anti-Flt-1 o fragmentos de unién a antigeno de los mismos. Los anticuerpos
anti-FIt-1 o sus fragmentos de unién a antigeno de la invencién se enumeran en las reivindicaciones.
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[0104] En una forma de realizacién particular, la regiéon VL comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
60 y la regidon VH comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 45. En otra forma de realizacion, el
anticuerpo comprende ademas una region constante de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o0 98 % de identidad con cualquiera de SEQ ID NO:
87 a SEQ ID NO: 89.

[0105] En otra forma de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende
una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 % de identidad con
cualquiera de las SEQ ID NO: 76, 83, 84, 85y 86, y una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos un 90 % de identidad con cualquiera de las SEQ ID NO: 70, 71, 72 0 73. En una forma de realizacién
particular, la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:76 y la regién de cadena pesada
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:71.

[0106] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de union a antigeno del mismo, se une
a FIt-1 humano con una afinidad superior a aproximadamente 107 M, superior a aproximadamente 0,5 x 10-7, superior
a aproximadamente 10 mayor que aproximadamente 0,5 x 10® mayor que aproximadamente 10° M, mayor que
aproximadamente 0,5 x 10° mayor que aproximadamente 10-1° M, mayor que aproximadamente 0,5 x 10°1° M, mayor
gue aproximadamente 10'1* M, mayor que aproximadamente 0,5 x 10** M, mayor que aproximadamente 102 M, o
mayor que aproximadamente 0,5 x 10"*2 M. En otras formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1 o fragmento de
union a antigeno del mismo, se une a Flt-1 de ratdén con una afinidad superior a aproximadamente 107 M, superior a
aproximadamente 0,5 x 1077, superior a aproximadamente 108 superior a aproximadamente 0,5 x 10® superior a
aproximadamente 10° M, mayor que aproximadamente 0,5 x 10-° mayor que aproximadamente 10-1° M, mayor que
aproximadamente 0,5 x 101° M, mayor que aproximadamente 101! M, mayor que aproximadamente 0,5 x 101! M,
mayor de aproximadamente 1012 M, o superior a aproximadamente 0,5 x 1012 M. La afinidad del anticuerpo Flt-1
puede medirse, por ejemplo, en un ensayo de resonancia de plasmén superficial, tal como un ensayo BIACORE.

[0107] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unién a antigeno del mismo, se
caracteriza por una Clso por debajo de aproximadamente 500 pM, por debajo de aproximadamente 400 pM, por debajo
de aproximadamente 300 pM, por debajo de aproximadamente 200 pM, por debajo de aproximadamente 100 pM, por
debajo de aproximadamente 50 pM, por debajo de aproximadamente 25 pM, por debajo de aproximadamente 10 pM,
por debajo de aproximadamente 5 pM o por debajo de aproximadamente 1 pM en un ensayo competitivo con Flt-1
humano. En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unién a antigeno del mismo, se
caracteriza por una Clsp por debajo de aproximadamente 500 pM, por debajo de aproximadamente 400 pM, por debajo
de aproximadamente 300 pM, por debajo de aproximadamente 200 pM, por debajo de aproximadamente 100 pM, por
debajo de aproximadamente 50 pM, por debajo de aproximadamente 25 pM, por debajo de aproximadamente 10 pM,
por debajo de aproximadamente 5 pM o por debajo de aproximadamente 1 pM en un ensayo de competicién con Flt-
1 de raton.

[0108] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o su fragmento de unién a antigeno, inhibe la union
y/o la actividad de VEGF en el receptor Flt-1. En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento
de unién a antigeno del mismo, se caracteriza por una Clso por debajo de aproximadamente 500 pM, por debajo de
aproximadamente 400 pM, por debajo de aproximadamente 300 pM, por debajo de aproximadamente 200 pM, por
debajo de aproximadamente 100 pM, por debajo de aproximadamente 50 pM, por debajo de aproximadamente 25 pM,
por debajo de aproximadamente 10 pM, por debajo de aproximadamente 5 pM o por debajo de aproximadamente 1
pM para la inhibicién de la unién de VEGF a Flt-1 humano en un ensayo de competicion.

[0109] En algunas formas de realizacién, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de union a antigeno del mismo, se
completa con y/o inhibe la unién de VEGF a Flt-1 soluble. En otras formas de realizacion, la competencia y/o la
inhibicion son de una manera dependiente de la dosis. En formas de realizacion particulares, la inhibicion de la unién
de VEGF a Flt-1 da como resultado un aumento de la fosforilacion de VEGF R2. Sin pretender cefiirse a ninguna
teoria, la unién del anticuerpo anti-Flt-1, o su fragmento de unién a antigeno, a Flt-1 inhibe la uniéon de VEGF a Flt-1.
El VEGF no unido se une a VEGF R2, lo que puede demostrarse midiendo la fosforilaciéon de VEGF R2. En formas de
realizacién particulares, el anticuerpo anti-FIt-1 o el fragmento de unién a antigeno rescata la fosforilacion de VEGF
R2 de una manera dependiente de la dosis. Por ejemplo, la fosforilacion de VEGF R2 puede recuperarse en al menos
un 100 %, un 95 %, un 90 %, un 85 %, un 80 %, un 75 %, un 70 %, un 65 %, un 60 %, un 55 %, alrededor del 50 %,
alrededor del 45 %, alrededor del 40 %, alrededor del 35 % alrededor del 30 %, alrededor del 25 %, alrededor del 20
%, alrededor del 15 %, alrededor del 10 % o alrededor del 5 %.

[0110] En algunas formas de realizacién, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unién a antigeno del mismo
proporciona mas del 95 %, mas del 90 %, mas del 85 %, mas del 80 %, mas del 75 %, superior al 70 %, superior al
65 %, superior al 60 %, superior al 55 %, superior al 50 %, superior al 45 %, superior al 40 %, superior al 35 %, mayor
que aproximadamente el 30 %, mayor que aproximadamente el 25 %, mayor que aproximadamente el 20 %, mayor
que aproximadamente el 15 % o mayor que aproximadamente el 10 % de rescate en un bioensayo. En una forma de
realizacién particular, el bioensayo comprende células endoteliales de vena primaria humana (HUVEC) estimuladas
con VEGF en presencia de sFlt-1 y el anticuerpo anti-Flt-1 o fragmento de unién a antigeno del mismo. La activacién
de células inducida por VEGF puede ensayarse determinando el estado de fosforilacién del receptor VEGF R2. Los
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datos pueden expresarse como porcentaje de rescate de la fosforilacion del receptor VEGF R2 en relacion con la
fosforilacion del receptor VEGF R2 en presencia de sFlt-1 solo (p. €j., sin anticuerpos anti-Flt-1).

[0111] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unién a antigeno del mismo, tiene
una vida media superior a aproximadamente 200 horas, superior a aproximadamente 150 horas, superior a
aproximadamente 100 horas, superior a aproximadamente 95 horas, superior que aproximadamente 90 horas,
superior que aproximadamente 85 horas, superior que aproximadamente 80 horas, superior que aproximadamente 75
horas, superior que aproximadamente 70 horas, superior que aproximadamente 65 horas, superior que
aproximadamente 60 horas, superior que aproximadamente 55 horas, superior de aproximadamente 50 horas o
superior de aproximadamente 45 horas, y los intervalos de los mismos. En algunas formas de realizacion, la vida
media se mide en un raton.

[0112] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unién a antigeno del mismo, tiene
una concentracion sérica maxima superior a 400 ug/ml, superior a 375 ug/ml, superior a 350 ug/ml, superior a 325
ug/ml, mayor que aproximadamente 300 ug/mL, mayor que aproximadamente 275 ug/mL, mayor que
aproximadamente 250 ug/mL, mayor que aproximadamente 225 ug/mL, mayor que aproximadamente 200 ug/mL,
mayor que aproximadamente 175 ug/mL, mayor que aproximadamente 150 ug/ml, mayor que aproximadamente 125
ug/ml, mayor que aproximadamente 100 ug/ml, mayor que aproximadamente 75 ug/ml 0 mayor que aproximadamente
50 ug/ml, y los intervalos de los mismos. En algunas formas de realizacién, la concentracion sérica maxima se mide
en un raton.

[0113] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de union a antigeno del mismo, se une
selectivamente a Flt-1 y tiene una unién minima o no apreciable a otros receptores de VEGF. En algunas formas de
realizacién, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unién a antigeno del mismo, se une selectivamente a Flt-1 y tiene
una unién minima o no apreciable a VEGF R2 (FIk-1) y/o VEGF R3 (Flt-4).

[0114] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de union a antigeno del mismo, tiene
una ka mayor que aproximadamente 1 X 103 M? seg, mayor que aproximadamente 1 X 10 M- 1 seg, mayor que
aproximadamente 1 X 10° M segt, mayor que aproximadamente 1 X 10 M segt, o mayor que aproximadamente
1 X 107 M* seg™? cuando se une a Flt-1 humana.

[0115] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unién a antigeno del mismo, tiene un
Ko mayor que aproximadamente 1 X 10° seg?, mayor que aproximadamente 1 X 10* seg?, mayor que
aproximadamente 1 X 10 seg! o mayor que aproximadamente 1 X 10 seg cuando se une a Flt-1 humana.

[0116] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unioén a antigeno del mismo, tiene
una Ko mayor que aproximadamente 1 X 108 M, mayor que aproximadamente 1 x 10-° M, mayor que aproximadamente
1 X 1019 M, superior a aproximadamente 1 X 101! M o superior a aproximadamente 1 X 1012 M cuando se une a Flt-
1 humana.

[0117] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o su fragmento de unién a antigeno, se une a Flt-1
soluble. En formas de realizacién particulares, la union depende de la dosis en la que concentraciones mas altas de
anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno del mismo, se unen a mayores cantidades de Flt-1 soluble.

[0118] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unién a antigeno del mismo, tiene un
porcentaje de identidad humana superior al 99 %, superior al 98 %, superior al 97 %, superior al 96 %, superior al 95
%, superior al 94 %, superior al 93 %, superior al 92 %, superior al 91 %, superior al 90 % o superior al 80 %.

[0119] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unién a antigeno del mismo, tiene un
porcentaje de homologia humana superior al 99 %, superior al 98 %, superior al 97 %, superior al 96 %, superior al 95
%, superior al 94 %, superior al 93 %, superior al 92 %, superior al 91 %, superior al 90 % o superior al 80 %.

[0120] El anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de union a antigeno del mismo, se une a la proteina Flt-1. En alguna forma
de realizacion, la proteina Flt-1 es una proteina recombinante, por ejemplo, sFlt-1 recombinante. En una forma de
realizacién particular, el anticuerpo anti-Flt-1, o su fragmento de unién a antigeno, se une a la isoforma 1 de Flt-1
humana (NP_002010.2 GI:156104876; SEQ ID NO:90) (Tabla 13). En otra forma de realizacién, el anticuerpo anti-Flt-
1, o su fragmento de unién a antigeno, se une a la isoforma X1 de Flt-1 humana (XP_011533316.1 GI:767977511;
SEQ ID NO:91). En otra forma de realizacién, el anticuerpo anti-Flt-1, o su fragmento de unién a antigeno, se une al
precursor de la isoforma 2 de Flt-1 humana (NP_001153392.1 GI:229892220; SEQ ID NO:92). En otra forma de
realizacién mas, el anticuerpo anti-Flt-1, o su fragmento de unién a antigeno, se une al precursor de la isoforma 3 de
Flt-1 humana (NP_001153502.1 GI:229892300; SEQ ID NO:93). En otra forma de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1,
o su fragmento de unién a antigeno, se une al precursor de la isoforma 4 de Flt-1 humana (NP_001153503.1
Gl:229892302; SEQ ID NO:94).

[0121] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o su fragmento de unién a antigeno, se une a un
epitopo a particular de la proteina Flt-1. Por ejemplo, el anticuerpo anti-Flt-1 o la porcién de unién a antigeno del mismo
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se une a secuencias de aminoacidos como se proporciona en la Tabla 3.

Tabla 3.

posicion de ammo;a\l%(?gobasada en SEQID Secuencia de aminoacidos SEQ ID NO
141-153 EIPEIIHMTEGRE SEQ ID NO: 95
193-206 IISNATYKEIGLLT SEQ ID NO: 96
130-138 DTGRPFVEM SEQ ID NO: 97
141-148 EIPEIIHM SEQ ID NO: 98
139-148 YSEIPEIIHM SEQ ID NO: 99
139-153 YSEIPEIIHMTEGRE SEQ ID NO: 100
178-206 IPDGKRIIWDSRKGFIISNATYKEIGLLT | SEQ ID NO: 101
199-204 YKEIGL SEQ ID NO: 102
128-138 ISDTGRPFVEM SEQ ID NO: 103

[0122] En algunas formas de realizacion, la administracion del anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento del mismo que se
une al antigeno in vivo, da como resultado niveles maximos de anticuerpos en suero de al menos al menos alrededor
de 700 ug/mL, al menos alrededor de 650 ug/mL, al menos alrededor de 600 ug/mL, al menos alrededor de 550 ug/mL,
al menos alrededor de 500 ug/mL, al menos alrededor de 450 ug/mL, al menos alrededor de 400 ug/mL, al menos
alrededor de 350 ug/mL, al menos alrededor de 300 ug/mL, al menos alrededor de 250 ug/mL, al menos alrededor de
200 ug/mL, al menos alrededor de 150 ug/mL, al menos alrededor de 100 ug /mL, al menos alrededor de 50 ug/mL, al
menos alrededor de 40 ug/mL, al menos alrededor de 30 ug/mL, al menos alrededor de 20 ug/mL, al menos alrededor
de 10 ug/mL o al menos alrededor de 5 ug/mL, y rangos en el mismo. En algunas formas de realizacion, el nivel
maximo de anticuerpos en suero depende de la dosis.

[0123] En algunas formas de realizacion, la administracién del anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de union a antigeno
del mismo in vivo da como resultado niveles minimos de anticuerpos en suero de al menos alrededor de 450 ug/mL,
al menos alrededor de 400 ug/mL, al menos alrededor de 350 ug/mL, al menos alrededor de 300 ug/mL, al menos
alrededor de 250 ug/mL, al menos alrededor de 200 ug/mL, al menos alrededor de 150 ug/mL, al menos alrededor de
100 ug/mL, al menos alrededor de 50 ug/mL o al menos alrededor de 25 ug/mL, y los rangos de los mismos. En
algunas formas de realizacion, el nivel minimo de anticuerpos en suero depende de la dosis.

[0124] En algunas formas de realizacion, la administracién del anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de union a antigeno
del mismo in vivo, da como resultado una disminucién del nivel sérico de Flt-1 soluble en comparacién con un nivel de
referencia 0 en comparacién con un nivel en sujetos vehiculo administrado solo. Por lo general, el nivel de referencia
se mide inmediatamente antes de la administracion. En algunas formas de realizacion, la administracion del anticuerpo
anti-FIt-1 o fragmento de unién a antigeno del mismo da como resultado una disminucién del nivel sérico de Flt-1
soluble en al menos aproximadamente un 95 %, aproximadamente un 90 %, aproximadamente un 80 %,
aproximadamente un 70 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 40 %,
aproximadamente 30 %, aproximadamente 20 % o aproximadamente 10 % en comparacion con el nivel basal en suero
de FIlt-1 soluble inmediatamente antes de la administracion. En algunas formas de realizacion, la administracion del
anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unién a antigeno del mismo, da como resultado una disminucion del nivel sérico
de FIt-1 soluble a menos de alrededor de 4000 pg/mL, alrededor de 3500 pg/mL, alrededor de 3000 pg/ mL, alrededor
de 2500 pg/mL, alrededor de 2000 pg/mL, alrededor de 1750 pg/mL, alrededor de 1500 pg/mL, alrededor de 1250
pg/mL, alrededor de 1000 pg/mL, alrededor de 900 pg/mL, alrededor de 800 pg/mL, alrededor de 700 pg/mL, alrededor
de 600 pg/mL, alrededor de 500 pg/mL, alrededor de 450 pg/mL, alrededor de 400 pg/mL, alrededor de 350 pg/mL,
alrededor de 300 pg/mL, alrededor de 250 pg/mL, alrededor de 200 pg/mL, alrededor de 150 pg/mL, alrededor de 100
pg/mL, alrededor de 50 pg/mL o alrededor de 10 pg/mL, y los rangos de los mismos. En algunas formas de realizacion,
la administracién del anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de union a antigeno del mismo, da como resultado una
disminucion del nivel sérico de Flt-1 soluble en comparacion con el nivel sérico de Flt-1 soluble en un sujeto al que no
se le administra el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunas formas de realizacion, la
disminucion del nivel sérico de Flt-1 soluble depende de la dosis.

[0125] En algunas formas de realizacion, la administracién del anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unioén a antigeno
del mismo in vivo da como resultado un aumento del nivel sérico de VEGF en comparacion con un nivel de referencia
0 en comparacién con un nivel en sujetos tratados con vehiculo solo. Por lo general, el nivel de referencia se mide
inmediatamente antes del tratamiento. En algunas formas de realizacion, la administracion del anticuerpo anti-Flt-1 o
fragmento de unién a antigeno del mismo da como resultado un aumento del nivel sérico de VEGF en al menos
aproximadamente un 95 %, aproximadamente un 90 %, aproximadamente un 80 %, aproximadamente un 70 %,
aproximadamente un 60 %, aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 30 %,
aproximadamente el 20 % o aproximadamente el 10 % en comparacién con el nivel basal de VEGF en suero
inmediatamente antes de la administracion. En algunas formas de realizacidn, la administracion del anticuerpo anti-
Flt-1, o fragmento de unién a antigeno del mismo, da como resultado un aumento del nivel sérico de VEGF a mas de
aproximadamente 500 pg/ml, aproximadamente 450 pg/ml, aproximadamente 400 pg/ml, aproximadamente 350 pg/ml,
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aproximadamente 300 pg/ml, aproximadamente 250 pg/ml, aproximadamente 200 pg/ml, aproximadamente 150 pg/ml,
aproximadamente 100 pg/ml, aproximadamente 50 pg/ml o aproximadamente 25 pg/mly rangos dentro de los mismos.
En algunas formas de realizacion, la administracion del anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de union a antigeno del
mismo, da como resultado un aumento del nivel sérico de VEGF en comparacioén con el nivel sérico de VEGF en un
sujeto que no recibe tratamiento. En algunas formas de realizacion, el aumento del nivel sérico de VEGF depende de
la dosis.

[0126] En algunas formas de realizacion, la administracion del anticuerpo anti-Fit-1, o fragmento del mismo que se
une al antigeno in vivo da como resultado un aumento de la angiogénesis en el tejido muscular. En algunas formas de
realizacién, el masculo es musculo esquelético. En formas de realizacion particulares, el musculo es el misculo del
diafragma, el musculo gastrocnemio y/o el muasculo tibial anterior (TA). En algunas formas de realizacion, el aumento
de la angiogénesis se demuestra mediante el aumento de la tincién con CD31 de un marcador de células endoteliales,
por ejemplo, CD31. En algunas formas de realizacion, el aumento de la tincién se puede medir, por ejemplo, midiendo
el porcentaje de area positiva para CD31 en el misculo de ratones a los que se les administré el anticuerpo anti-Flt-
1, o fragmento de unién a antigeno del mismo. Por ejemplo, el porcentaje de area positiva para CD31 en el misculo
del diafragma de los ratones a los que se les administré el anticuerpo anti-Flt-1, o su fragmento de unién al antigeno,
puede ser de al menos alrededor del 0,5 %, alrededor del 0,6 %, alrededor del 0,7 %, alrededor del 0,8 %, alrededor
del 0,9 %, aproximadamente 1,0 %, aproximadamente 1,1 %, aproximadamente 1,2 %, aproximadamente 1,3 %,
aproximadamente 1,4 %, aproximadamente 1,5 %, aproximadamente 1,6 %, aproximadamente 1,7 %,
aproximadamente 1,8 %, aproximadamente 1,9 %, aproximadamente 2,0 %, aproximadamente 2,1 %, alrededor del
2,2 %, alrededor del 2,3 %, alrededor del 2,4 % o alrededor del 2,5 % del area total del tejido. En otro ejemplo, el
porcentaje de area positiva para CD31 en el musculo TA de ratones a los que se les administro el anticuerpo anti-Flt-
1, o fragmento de unién a antigeno del mismo, puede ser de al menos aproximadamente 0,5 %, aproximadamente 0,6
%, aproximadamente 0,7 %, aproximadamente 0,8 %, aproximadamente 0,9 % o aproximadamente 1,0 % pf del area
total del tejido. En una forma de realizacion particular, el porcentaje de area positiva para CD31 en el musculo del
diafragma o el musculo TA de ratones a los que se les administré el anticuerpo anti-Flt-1 puede ser significativamente
mayor que el porcentaje de area positiva para CD31 en el musculo del diafragma o el musculo TA de los ratones a los
gue se les administré un anticuerpo de control de isotipo.

[0127] En algunas formas de realizacidn, la tincion aumentada de un marcador de células endoteliales puede medirse,
por ejemplo, midiendo el porcentaje de positividad CD31 normalizado en el masculo de ratones a los que se les
administré el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unién a antigeno del mismo. En formas de realizacién particulares,
el aumento de la tincién de CD31 en el musculo de los ratones a los que se les administré el anticuerpo anti-Flt-1, o
su fragmento de unién al antigeno, es relativo a la tincion de CD31 medida en el musculo de los ratones a los que se
les administré un anticuerpo de control de isotipo. Por ejemplo, el porcentaje normalizado de positividad para CD31
en el musculo del diafragma de ratones a los que se les administré el anticuerpo anti-Flt-1, o su fragmento de union al
antigeno, puede ser al menos aproximadamente 200 %, aproximadamente 190 %, aproximadamente 180 %,
aproximadamente 170 %, aproximadamente 160 %, aproximadamente 150 %, aproximadamente 140 %,
aproximadamente 130 %, aproximadamente 120 % o aproximadamente 110 %. En otro ejemplo, el porcentaje de
positividad normalizado para CD31 en el musculo TA de los ratones a los que se les administré el anticuerpo anti-Flt-
1, o su fragmento de unién al antigeno, puede ser de al menos alrededor del 300 %, alrededor del 290 %, alrededor
del 280 %, alrededor del 270 %, aproximadamente 260 %, aproximadamente 250 %, aproximadamente 240 %,
aproximadamente 230 %, aproximadamente 220 %, aproximadamente 210 %, aproximadamente 200 %,
aproximadamente 190 %, aproximadamente 180 %, aproximadamente 170 %, aproximadamente 160 %,
aproximadamente 150 %, aproximadamente 140 %, aproximadamente 130 %, aproximadamente 120 % o
aproximadamente 110 %, y los rangos de los mismos.

[0128] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de union a antigeno del mismo, se une
selectivamente a Flt-1 humano, y tiene una unién minima o no apreciable a otros receptores Flt-1 de mamiferos (p.
€j., con una afinidad de unién menor de 107 M o 10°® M). En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o
su fragmento de unién a antigeno, se une selectivamente a Flt-1 humano y no se une a Flt-1 de mono. En algunas
formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o su fragmento de unién a antigeno, se une selectivamente a Flt-1
humano y no se une a Flt-1 de ratén.

[0129] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o su fragmento de unién a antigeno, se une a Flt-1
humano asi como a Flt-1 de mono. En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o su fragmento de unién
a antigeno, se une a Flt-1 de cynomolgus. En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o su fragmento
de union a antigeno, se une a Flt-1 humano asi como a Flt-1 de raton.

[0130] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unién a antigeno del mismo, se
selecciona del grupo que consiste en IgG, F(ab'")z, F(ab)z, Fab', Fab, ScFvs, diacuerpos, triacuerpos y tetracuerpos.

[0131] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o su fragmento de unién a antigeno, es IgG. En
algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o su fragmento de unién a antigeno, es IgG1.
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Regiones constantes modificadas

[0132] En algunas formas de realizacion, un anticuerpo anti-Flt-1 adecuado contiene un dominio Fc o una porcion del
mismo que se une al receptor FcRn. Como ejemplo no limitativo, un dominio Fc adecuado puede derivar de una
subclase de inmunoglobulina tal como IgG. En algunas formas de realizacion, un dominio Fc adecuado se deriva de
IgG1, 1gG2, 1IgG3 0 1gG4. Los dominios Fc particularmente adecuados incluyen los derivados de anticuerpos humanos
0 humanizados.

[0133] Se contempla que la unién mejorada entre el dominio Fc y el receptor FcRn da como resultado una semivida
sérica prolongada. Por lo tanto, en algunas formas de realizacion, un dominio Fc adecuado (SEQ ID NO: 104)
comprende una 0 mas mutaciones de aminoacidos que conducen a una unién mejorada a FcRn. Se conocen en la
técnica varias mutaciones dentro del dominio Fc que mejoran la unién a FcRn y se pueden adaptar para poner en
practica la presente invencion. En algunas formas de realizacién, un dominio Fc adecuado comprende una 0 mas
mutaciones en una o mas posiciones correspondientes a Leu 234, Leu 235, Gly 237, Thr 250, Met 252, Ser 254, Thr
256, Thr 307, Glu 380, Met 428, His 433 y/o Asn 434 de IgG1 humana.

[0134] Algunas mutaciones en el dominio Fc conducen a una unién reducida de la IgG con el receptor FcRn y, por lo
tanto, inhiben la funcién efectora. En algunas formas de realizacion, un dominio Fc adecuado (SEQ ID NO: 104)
comprende una 0 mas mutaciones en una 0 mas posiciones correspondientes a Leu 234, Leu 235 y Gly 237 de IgG1
humana. En una forma de realizacion particular, Leu 234 estd mutado a Ala. En otra forma de realizacion, Leu 235
esta mutado a Ala. En otra forma de realizacion, Gly 237 esta mutado a Ala.

[0135] En algunas formas de realizacién, el anticuerpo anti-FLT-1 o el fragmento de union de antigeno contiene un
espaciador y/o esta vinculado a otra entidad. En algunas formas de realizacién, el enlazador o espaciador comprende
una secuencia de al menos el 50 % (por ejemplo, al menos el 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 100 %) idéntico a GAPGGGGGAAAAAGGGGGGAP (SEQ ID NO:105) (enlazador GAG).
En algunas formas de realizacion, el enlazador o espaciador comprende una secuencia de al menos el 50 % (por
ejemplo, al menos el 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %)
idéntico a GAPGGGGGAAAAAGGGGGGAPGGGGGAAAAAGGGGGGAP (SEQ ID NO:106) (enlazador GAG2). En
algunas formas de realizacion, el enlazador o espaciador comprende una secuencia de al menos el 50 % (por ejemplo,
al menos el 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntico a
GAPGGGGGAAAAAGGGGGGAPGGGGGAAAAAGGGGGGGAPGGGGGGAAAAAGGGGGGAP (SEQ ID NO: 107)
(enlazador GAG3).

Produccién de anticuerpos anti-Flt-1 y fragmentos de unién a antigeno

[0136] Un anticuerpo anti-Flt-1 recombinante o fragmento de unién a antigeno del mismo de la presente invencion
puede producirse por cualquier medio disponible. Por ejemplo, un anticuerpo recombinante anti-Flt-1 o un fragmento
de unién a antigeno se puede producir de forma recombinante utilizando un sistema de células huésped disefiado
para expresar un anticuerpo recombinante anti-Flt-1 o un acido nucleico que codifica un fragmento de unién a antigeno.

[0137] Por lo tanto, el anticuerpo anti-Flt-1 o fragmento de unién a antigeno del mismo de la presente invenciéon puede
codificarse mediante secuencias de polinucledtidos descritas en el presente documento. Puede usarse una secuencia
de polinucleétidos para codificar una secuencia de aminoacidos de cadena pesada o de cadena ligera de un anticuerpo
anti-Flt-1 o fragmento de unién a antigeno del mismo de la presente invencion. Se puede usar una secuencia de
polinucleétidos para codificar una region variable de una secuencia de aminoacidos de cadena pesada o de cadena
ligera de un anticuerpo anti-Flt-1 o fragmento de unién a antigeno del mismo de la presente invencion.

[0138] Una secuencia de polinucleétidos puede incluir ademas una secuencia que codifica un péptido sefial. Un
péptido sefial adecuado incluye la secuencia de aminoacidos MGWSCIILFLVATATGVHS (SEQ ID NO: 111).

[0139] Varias secuencias de polinucledtidos descritas en el presente documento pueden incorporarse en varios
sistemas de vectores para la expresion de anticuerpos anti-Flt-1 recombinantes o fragmentos de unién a antigeno de
los mismos de la presente invencién.

[0140] Cuando los anticuerpos de la presente invencién se producen de forma recombinante, se puede usar cualquier
sistema de expresion. Para dar unos pocos ejemplos, los sistemas de expresién conocidos incluyen, por ejemplo,
células de huevo, baculovirus, plantas, levaduras o mamiferos.

[0141] En algunas formas de realizacion, un anticuerpo anti-Flt-1 recombinante o un fragmento de unién a antigeno
del mismo de la presente invencion puede producirse en células de mamifero. Los ejemplos no limitantes de células
de mamifero que pueden usarse de acuerdo con la presente invencién incluyen la linea de mieloma de ratén BALB/c
(NSO/I, ECACC Ne: 85110503); retinoblastos humanos (PER.C6, CruCell, Leiden, Paises Bajos); y linea CV1 de rifién
de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651).

[0142] En algunas formas de realizacion, un anticuerpo anti-Flt-1 recombinante o un fragmento de unién a antigeno
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del mismo de la presente invencién se puede producir a partir de células humanas. En algunas formas de realizacion,
un anticuerpo anti-FIt-1 o un fragmento de unién a antigeno del mismo de la presente invencién puede producirse a
partir de células CHO.

Composiciones farmacéuticas que contienen los anticuerpos de lainvencién

[0143] La presente invencion proporciona ademas composiciones farmacéuticas que comprenden anticuerpos anti-
Fit-1 o fragmentos de unién a antigeno de los mismos de acuerdo con la invencién, junto con uno o mas vehiculos o
excipientes farmacéuticamente aceptables. Tales composiciones farmacéuticas pueden comprender opcionalmente
una 0 mas sustancias terapéuticamente activas adicionales.

[0144] Aunque las descripciones de las composiciones farmacéuticas proporcionadas en el presente documento estan
dirigidas principalmente a composiciones farmacéuticas que son adecuadas para la administracién ética a seres
humanos, el experto en la materia entenderd que tales composiciones son generalmente adecuadas para la
administracion a animales de todo tipo. La modificacion de las composiciones farmacéuticas adecuadas para la
administracion a seres humanos con el fin de hacer que las composiciones sean adecuadas para la administracion a
varios animales es bien conocida, y el farmacélogo veterinario con experiencia ordinaria puede disefiar y/o realizar
dicha modificacion con experimentacion meramente ordinaria, si es que la hay.

[0145] Las formulaciones de las composiciones farmacéuticas se pueden preparar mediante cualquier método
conocido o desarrollado en el futuro en la técnica de la farmacologia. En general, tales métodos de preparacion
incluyen el paso de asociar el ingrediente activo con un diluyente u otro excipiente o vehiculo y/o uno o mas
ingredientes accesorios y luego, si es necesario y/o deseable, moldear y/o envasar el producto en una unidad
monodosis 0 multidosis deseada.

[0146] Una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencién se puede preparar, envasar y/o vender a granel,
como una sola dosis unitaria y/o como una pluralidad de dosis unitarias Unicas. Como se usa en el presente
documento, una "dosis unitaria" es una cantidad discreta de la composicién farmacéutica que comprende una cantidad
predeterminada del ingrediente activo. La cantidad del ingrediente activo es generalmente igual a la dosis del
ingrediente activo que se administraria a un sujeto y/o una fraccion conveniente de dicha dosis como, por ejemplo, la
mitad o un tercio de dicha dosis.

[0147] Las cantidades relativas del ingrediente activo, el excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable y/o
cualquier ingrediente adicional en una composicién farmacéutica de acuerdo con la invencion variaran, dependiendo
de la identidad, tamafio y/o condicion del sujeto tratado y dependiendo ademas de la via por la que se va a administrar
la composicién. A modo de ejemplo, la composicion puede comprender entre 0,1 % y 100 % (p/p) de ingrediente activo.

[0148] Las formulaciones farmacéuticas pueden comprender adicionalmente un excipiente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable, que, como se usa en este documento, incluye cualquiera y todos los solventes, medios
de dispersién, diluyentes u otros vehiculos liquidos, auxiliares de dispersion o suspension, agentes tensioactivos,
agentes isotonicos, espesantes 0 agentes emulsionantes, conservantes, aglutinantes sélidos, lubricantes y similares,
seguln sea adecuado para la forma de dosificacion particular deseada. Remington's The Science and Practice of
Pharmacy, 212 Edicién, AR Gennaro (Lippincott, Williams & Wilkins, Baltimore, MD, 2006; como referencia) describe
varios excipientes usados en la formulaciébn de composiciones farmacéuticas y técnicas conocidas para su
preparacion. Excepto en la medida en que cualquier medio o vehiculo excipiente convencional sea incompatible con
una sustancia o sus derivados, por ejemplo, al producir algin efecto biologico indeseable o al interactuar de otra
manera de manera nociva con cualquier otro componente de la composicion farmacéutica, puede usarse.

[0149] En algunas formas de realizacion, un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable tiene una pureza de
al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %. En algunas
formas de realizacién, un excipiente o vehiculo esta aprobado para uso en humanos y para uso veterinario. En algunas
formas de realizacién, un excipiente o vehiculo esta aprobado por la Administracion de Drogas y Alimentos de los
Estados Unidos. En algunas formas de realizacién, un excipiente o vehiculo es de calidad farmacéutica. En algunas
formas de realizacion, un excipiente o vehiculo cumple con los estandares de la Farmacopea de los Estados Unidos
(USP), la Farmacopea Europea (EP), la Farmacopea Britanica y/o la Farmacopea Internacional.

[0150] Excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables utilizados en la fabricacion de composiciones
farmacéuticas incluyen, pero no se limitan a diluyentes inertes, agentes dispersantes y/o granulares, agentes
tensioactivos y/o emulsionantes, agentes disgregantes, agentes aglutinantes, conservantes, agentes amortiguadores,
agentes lubricantes y/o aceites. Dichos excipientes o vehiculos pueden incluirse opcionalmente en formulaciones
farmacéuticas. Los excipientes o vehiculos tales como manteca de cacao y ceras para ovulos, agentes colorantes,
agentes de recubrimiento, edulcorantes, aromatizantes y/o agentes perfumantes pueden estar presentes en la
composicion, segun el criterio del formulador.

[0151] Los excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, entre otros, agua, soluciones
salinas (p. ej., NaCl), solucion salina, solucién salina tamponada, alcoholes, glicerol, etanol, goma arabiga, aceites
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vegetales, alcoholes bencilicos, polietilenglicoles, gelatina, carbohidratos como lactosa, amilosa o almidén, azlcares
como manitol, sacarosa u otros, dextrosa, estearato de magnesio, talco, acido silicico, parafina viscosa, aceite de
perfume, ésteres de acidos grasos, hidroximetilcelulosa, polivinilpirrolidona, etc., asi como combinaciones de los
mismos. Si se desea, las preparaciones farmacéuticas pueden mezclarse con agentes auxiliares (p. €j., lubricantes,
conservantes, estabilizantes, humectantes, emulsionantes, sales para influir en la presién osmética, tampones,
colorantes, aromatizantes y/o sustancias aromaticas y similares) que no reaccionan perjudicialmente con los
compuestos activos o interferir con su actividad. En una forma de realizacion preferida, se usa un vehiculo soluble en
agua adecuado para la administracion intravenosa.

[0152] Una composicion farmacéutica 0 medicamento adecuado, si se desea, también puede contener cantidades
menores de agentes humectantes o emulsionantes, o agentes tamponadores del pH. Una composicion puede ser una
solucién liquida, suspensién, emulsion, tableta, pildora, capsula, formulacion de liberacién sostenida o polvo. Una
composicion también se puede formular como un supositorio, con aglutinantes y vehiculos tradicionales tales como
triglicéridos. Las formulaciones orales pueden incluir vehiculos estandar tales como grados farmacéuticos de manitol,
lactosa, almidén, estearato de magnesio, polivinil pirrolidona, sacarina de sodio, celulosa, carbonato de magnesio, etc.

[0153] Una composicion farmacéutica o medicamento puede formularse de acuerdo con los procedimientos de rutina
como una composicion farmacéutica adaptada para la administracién a seres humanos. Por ejemplo, en algunas
formas de realizacion, una composicién para administracion intravenosa normalmente es una solucién en un tampon
acuoso isotonico estéril. Cuando sea necesario, la composiciéon también puede incluir un agente solubilizante y un
anestésico local para aliviar el dolor en el lugar de la inyeccion. En general, los ingredientes se suministran por
separado o mezclados en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, como un polvo liofilizado seco o un concentrado
sin agua en un recipiente herméticamente cerrado, como una ampolla o un sobre, que indica la cantidad de agente
activo. Cuando la composicion se va a administrar por infusién, se puede dispensar con una botella de infusion que
contiene agua estéril de grado farmacéutico, solucion salina o dextrosa/agua. Cuando la composicién se administra
por inyeccion, se puede proporcionar una ampolla de agua estéril para inyeccién o solucion salina para que los
ingredientes se mezclen antes de la administracion.

[0154] Las consideraciones generales en la formulacion y/o fabricacion de agentes farmacéuticos se pueden
encontrar, por ejemplo, en Remington: The Science and Practice of Pharmacy 212 ed., Lippincott Williams & Wilkins,
2005 (para referencia).

Vias de administracion

[0155] Un anticuerpo anti-Flt-1 o fragmento de unién a antigeno del mismo de la invencion (o una composicién que
contiene un anticuerpo anti-Flt-1 o fragmento de unién a antigeno del mismo de la invencidén) se administra por
cualquier via apropiada. En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1 o la proteina del fragmento de unién
al antigeno o una composicién farmacéutica que los contiene se administra por via parenteral. La administracion
parenteral puede ser administracion intravenosa, intradérmica, intratecal, por inhalacién, transdérmica (topica),
intraocular, intramuscular, subcutanea, intramuscular y/o transmucosa. En algunas formas de realizacion, el anticuerpo
anti-FIt-1 o su fragmento de unién a antigeno o una composicion farmacéutica que lo contiene se administra por via
subcutanea. Como se usa en este documento, el término "tejido subcutaneo" se define como una capa de tejido
conectivo irregular suelto inmediatamente debajo de la piel. Por ejemplo, la administracion subcutanea se puede
realizar inyectando una composicion en areas que incluyen, entre otras, la regiéon del muslo, la regién abdominal, la
region de los gliteos o la regién de la escapula. En algunas formas de realizacién, el anticuerpo anti-Flt-1 o su
fragmento de unién a antigeno o una composicion farmacéutica que lo contiene se administra por via intravenosa. En
algunas formas de realizacién, el anticuerpo anti-Flt-1 o su fragmento de unién a antigeno o una composicién
farmacéutica que lo contiene se administra por via oral. Si se desea, se puede utilizar mas de una ruta al mismo
tiempo.

[0156] En algunas formas de realizacion, la administracion da como resultado solo un efecto localizado en un individuo,
mientras que en otras formas de realizacién, la administracion da como resultado efectos en multiples partes de un
individuo, por ejemplo, efectos sistémicos. Por lo general, la administracion da como resultado la entrega del
anticuerpo anti-Flt-1 o fragmento de unién al antigeno a uno o mas tejidos objetivo, incluidos, entre otros, rifién, higado,
cerebro, médula espinal, tracto intestinal, ojo, pulmén, bazo, corazén, incluyendo musculo cardiaco, misculo estriado
y musculo liso.

[0157] En algunas formas de realizacién, el musculo estriado se selecciona del grupo que consta de triceps, tibial
anterior, soleo, gastrocnemio, cuadriceps y diafragma.

[0158] En algunas formas de realizacion, el musculo liso son los misculos que revisten los vasos sanguineos, los
bronquiolos, la vejiga y el tracto gastrointestinal, como el recto.

Formas de dosificacion y régimen de dosificacién

[0159] En algunas formas de realizacion, una composicion se administra en una cantidad terapéuticamente eficaz y/o
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segun un régimen de dosificacion que se correlaciona con un resultado particular deseado (p. €j., con el tratamiento o
la reduccion del riesgo de una distrofia muscular, como la distrofia muscular de Duchenne).

[0160] Las dosis o cantidades particulares a administrar de acuerdo con la presente invencion pueden variar, por
ejemplo, dependiendo de la naturaleza y/o el alcance del resultado deseado, de los detalles de la ruta y/o el momento
de la administracion, y/o de una o mas caracteristicas (p. €j., peso, edad, antecedentes personales, caracteristica
genética, parametro de estilo de vida, gravedad del defecto cardiaco y/o nivel de riesgo de defecto cardiaco, etc., o
combinaciones de los mismos). Tales dosis o cantidades pueden ser determinadas por los expertos en la materia. En
algunas formas de realizacion, se determina una dosis o cantidad apropiada de acuerdo con técnicas clinicas estandar.
Como alternativa o adicionalmente, en algunas formas de realizacion, una dosis o cantidad apropiada se determina
mediante el uso de uno 0 mas ensayos in vitro o in vivo para ayudar a identificar los intervalos de dosificacién o las
cantidades deseables u dptimas a administrar.

[0161] En diversas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1 o su fragmento de unién a antigeno se administra en
una cantidad terapéuticamente eficaz. Generalmente, una cantidad terapéuticamente efectiva es suficiente para lograr
un beneficio significativo para el sujeto (p. €j., tratar, modular, curar, prevenir y/o mejorar la enfermedad o condicién
subyacente). En algunas formas de realizacion particulares, las dosis o cantidades apropiadas a administrar pueden
extrapolarse de las curvas de respuesta a la dosis derivadas de sistemas de prueba de modelos animales o in vitro.

[0162] En algunas formas de realizaciéon, una composicion proporcionada se proporciona como una formulacion
farmacéutica. En algunas formas de realizacion, una formulaciéon farmacéutica es o comprende una cantidad de dosis
unitaria para la administracion de acuerdo con un régimen de dosificacion correlacionado con el logro de la incidencia
o el riesgo reducidos de una distrofia muscular, tal como la distrofia muscular de Duchenne.

[0163] En algunas formas de realizacion, una formulacién que comprende el anticuerpo anti-Flt-1 o el fragmento de
union al antigeno se administra como una dosis Unica. En algunas formas de realizacién, se administra a intervalos
regulares una formulacion que comprende el anticuerpo anti-Flt-1 o el fragmento de unién al antigeno. La
administracion en un "intervalo", como se usa en el presente documento, indica que la cantidad terapéuticamente
eficaz se administra periédicamente (a diferencia de una dosis Unica). El intervalo se puede determinar mediante
técnicas clinicas estandar. En algunas formas de realizacién, una formulacion que comprende el anticuerpo anti-Flt-1
o el fragmento de unién a antigeno se administra cada dos meses, dos veces al mes, tres veces a la semana, dos
veces a la semana, una vez a la semana, dos veces a la semana, tres veces a la semana, un dia, dos veces al dia o
cada seis horas. El intervalo de administracion para un solo individuo no necesita ser un intervalo fijo, sino que puede
variar con el tiempo, dependiendo de las necesidades del individuo. En una forma de realizacién particular, el
anticuerpo anti-Flt-1, o su fragmento de unién a antigeno, se administra dos veces por semana.

[0164] Como se usa en el presente documento, el término "bimestral” significa administracion una vez cada dos meses
(es decir, una vez cada dos meses); el término "mensual" significa administracion una vez al mes; el término
"trisemanalmente” significa administraciéon una vez cada tres semanas (es decir, una vez cada tres semanas); el
término "bisemanal” significa administracién una vez cada dos semanas (es decir, una vez cada dos semanas); el
término "semanal” significa administracién una vez por semana; y el término "diario" significa administracion una vez
al dia.

[0165] En algunas formas de realizacion, una formulacién que comprende el anticuerpo anti-Flt-1 o el fragmento de
unién a antigeno se administra a intervalos regulares de forma indefinida. En algunas formas de realizacion, se
administra una formulacién que comprende el anticuerpo anti-Flt-1 o el fragmento de union a antigeno a intervalos
regulares durante un periodo definido.

[0166] Como se describe en el presente documento, el término "cantidad terapéuticamente eficaz" se determina en
gran medida en funcion de la cantidad total del agente terapéutico contenido en las composiciones farmacéuticas de
la presente invencién. Una cantidad terapéuticamente eficaz se administra comidnmente en un régimen de dosificacion
que puede comprender multiples dosis unitarias. Para cualquier composicion particular, una cantidad terapéuticamente
efectiva (y/o una dosis unitaria apropiada dentro de un régimen de dosificacion efectivo) puede variar, por ejemplo,
dependiendo de la via de administracién o de la combinacién con otros agentes farmacéuticos.

[0167] En algunas formas de realizacién, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de union a antigeno del mismo, se
administra a una dosis que oscila entre aproximadamente 0,1 mg/kg y aproximadamente 50 mg/kg. En otras formas
de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unién a antigeno del mismo, se administra a una dosis que
varia de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 40 mg/kg, de aproximadamente 0,1 mg/kg a
aproximadamente 30 mg/kg, de aproximadamente de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg, de
aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 5
mg/kg, de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 3 mg/kg, de aproximadamente 0,1 mg/kg a
aproximadamente 1 mg/kg, de aproximadamente 1,0 mg/kg a aproximadamente 40 mg/kg, de aproximadamente 1,0
mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, de aproximadamente 1,0 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg, de
aproximadamente 1,0 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, de aproximadamente 1,0 mg/kg a aproximadamente 5
mg/kg o de aproximadamente 1,0 mg/kg a aproximadamente 3 mg/kg. En formas de realizacién particulares, el
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anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unién a antigeno del mismo, se administra a una dosis de aproximadamente 1,0
mg/kg, aproximadamente 3,0 mg/kg, aproximadamente 10 mg/kg o aproximadamente 20 mg/kg.

[0168] En algunas formas de realizacion, la administracién del anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de union a antigeno
del mismo, reduce la intensidad, gravedad o frecuencia, o retrasa la aparicion de al menos un signo o sintoma de
DMD. En algunas formas de realizacion, la administracion del anticuerpo anti-Flt-1, o fragmento de unién a antigeno
del mismo, reduce la intensidad, la gravedad o la frecuencia, o retrasa la aparicion de al menos un signo o sintoma de
DMD seleccionado del grupo que consiste en atrofia muscular, deformidad esquelética, miocardiopatia, isquemia
muscular, deterioro cognitivo y deterioro de la funcion respiratoria.

[0169] En algunas formas de realizacion, la administracion del anticuerpo anti-Flt-1, o su fragmento de unién a antigeno
mejora el resultado clinico medido por una prueba de caminata de 6 minutos, prueba de fuerza muscular cuantitativa,
prueba de rendimiento motor cronometrado. Escalas de funcién de las extremidades de Brooke y Vignos, prueba de
funcién pulmonar (capacidad vital forzada, volumen espiratorio forzado en 1 segundo, tasa de flujo espiratorio maximo,
presiones inspiratorias y espiratorias maximas), calidad de vida relacionada con la salud, flexores de rodilla y codo,
extensores de codo, abduccién de los hombros, fuerza de prension, tiempo para levantarse desde la posicion supina,
evaluacion ambulatoria de North Start, caminata/carrera cronometrada de 10 metros, escala Egen-Klassification,
puntaje de Gowers, habilidad motora de Hammersmith, miometria manual, rango de movimiento, goniometria,
hipercapnia, escalas de Nayley de Desarrollo de Bebés y Nifios Pequefios, y/o una escala de carga del cuidador.

Terapia combinada

[0170] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-Flt-1 o su fragmento de unién a antigeno se administra en
combinacién con uno o mas agentes terapéuticos adicionales. En una forma de realizacion, el agente terapéutico
adicional es un corticosteroide, por ejemplo, prednisona. En otra forma de realizacion, el agente terapéutico adicional
es un glucocorticoide, por ejemplo, deflazacort. En otra forma de realizacion, el agente terapéutico adicional es
folistatina o una proteina recombinante de la misma. En otra forma de realizacion, el agente terapéutico adicional es
un agente terapéutico modulador de ARN. El agente terapéutico de modulacién de ARN puede ser un agente
terapéutico de omisiéon de exdn o una terapia génica. El terapéutico modulador de ARN puede ser, por ejemplo,
Drispersen, PRO044, PRO045, Eteplirsen (AVI-4658), SRP-4053, SRP-4045, SRP-4050, SRP-4044, SRP-4052, SRP-
4055 o SRP-4008. En algunas formas de realizacién, el agente terapéutico adicional se usa actualmente para el
tratamiento de una distrofia muscular. En otras formas de realizacion, el agente terapéutico adicional también puede
usarse para tratar otras enfermedades o trastornos. En algunas formas de realizacion, el (los) agente(s) terapéutico(s)
conocido(s) se administra(n) de acuerdo con su régimen y/o programa de dosificacion estandar o aprobado. En
algunas formas de realizacion, el (los) agente(s) terapéutico(s) conocido(s) se administra(n) de acuerdo con un
régimen que se altera en comparacién con su régimen y/o programa de dosificacion estandar o aprobado. En algunas
formas de realizacion, dicho régimen alterado difiere del régimen de dosificacion estandar o aprobado en que una o
mas dosis unitarias se modifican (p. €j., se reducen o aumentan) en cantidad, y/o en que la dosificacion se modifica
en frecuencia (p. €j., en que se amplia uno o mas intervalos entre dosis unitarias, lo que da como resultado una
frecuencia mas baja, o se reduce, lo que da como resultado una frecuencia mas alta).

EJEMPLOS
Ejemplo 1. Generacién y caracterizacién de anticuerpos anti-Flt-1 de alta afinidad

Generacion de anticuerpos

[0171] Se generaron anticuerpos monoclonales contra Flt-1 soluble utilizando la metodologia de anticuerpos
monoclonales de llama. Brevemente, se inmunizaron llamas con Flt-1 soluble humano recombinante (adquirido de
ABCAM) y se recogio el suero.

Caracterizacién de anticuerpos

[0172] Los anticuerpos que se unen a Flt-1 humano y de ratdn se caracterizaron adicionalmente para 1) la familia VH;
2) afinidad por Flt-1; 3) CI50; 4) cribado fuera de ritmo mediante ensayo Biacore, 5) reactividad cruzada con
cynomolgus Flt-1 y 6) union a VEGF R2 y VEGF R3. Los anticuerpos candidatos contra Flt-1 humano (hFI-1) y Flt-1
de ratdn (mFlt-1) se caracterizaron como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4.
. Familia - CI50 por ELISA | Bioensayo (% | Identidad
Anticuerpo VH Afinidad (nM) (M) rescate) humana (%)
hFlt-1 | mFIt-1 | hFIt-1 | mFlt-1 hFlt-1 | mFIt-1 | VH | VL
13B4 15 0,6 1,4 13,3 500 >90 72,2 94,3 | 93,7
10G12 17 0,29 0,33 400 300 44 87,5 90,8 | 81
11A11 20 0,2 33,3 >90 90,8 | 91,1
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[0173] Las propiedades farmacocinéticas de los anticuerpos 13B4 y 10G12 se estudiaron en ratones mediante la
administracion intravenosa de 10 mg/kg de cada anticuerpo (Tabla 5). Los datos demostraron que el anticuerpo 10G12
no se puede detectar mas alla de las 288 horas, mientras que el anticuerpo 13B4 se puede detectar a las 672 horas
(Figuras 1A-1B).

Tabla 5.

. Cmax Tmax AUCo-altimo AUCo-inf CL 2
Anticuerpo |tz () | 0 miy (h) (h*ng/ml) (h*ng/ml) | mimkg) | R
1384 87,7 | 293675 1 31669464 | 31026743 | 0,31 0,960
10G12 99,3 | 359268 05 15999900 | 19120025 | 0,52 0,944

Eficacia in vivo de anticuerpos

[0174] Se trataron ratones Mdx (es decir, un modelo de ratén de distrofia muscular de Duchenne) con 20 mg/kg de
anticuerpo 13B4 o anticuerpo 10G12 por administracion intravenosa dos veces por semana durante un mes a partir
de las 4 semanas de edad. Los ratones de control se trataron solo con vehiculo, un anticuerpo de control de isotipo
que no se une a Flt-1 o un anticuerpo comercial anti-Flt-1 conocido como antagonista de Flt-1:VEGF (Angio Proteomie,
numero de catadlogo AP-MABQ0702). Para evaluar la concentracidon de anticuerpos séricos en un punto minimo de
exposicién, se recogié sangre 4 dias después de la quinta dosis intravenosa. Para evaluar la concentraciéon de
anticuerpos séricos en un punto maximo de exposicion, se recolecté sangre 24 horas después de la Gltima dosis. Las
concentraciones maxima y minima de los anticuerpos 13B4 y 10G12 se muestran en las Figuras 2A y 2B. La
concentracién de anticuerpo libre 13B4 y anticuerpo libre 10G12 en sangre fue mayor que la del anticuerpo de control
de isotipo y el anticuerpo de control comercial en los puntos de tiempo de exposicion pico y valle.

[0175] Para evaluar los niveles de sFlt-1 libre en suero y los niveles de VEGF, se recogié sangre 24 horas después
de la quinta dosis intravenosa y antes del sacrificio. La administracion del anticuerpo 13B4 y el anticuerpo 10G12, asi
como el anticuerpo de control comercial, disminuyd significativamente la concentracion sérica de sFlt-1 (p<0,0001) en
comparacion con el anticuerpo de control de isotipo (Figura 3). La administracién del anticuerpo 13B4 y el anticuerpo
10G12 dio como resultado un aumento significativo en los niveles séricos de VEGF en comparacion con el anticuerpo
de control de isotipo (p<0,001) (Figura 4). La administraciéon del anticuerpo de control comercial también dio como
resultado un aumento significativo en los niveles sanguineos de VEGF en comparacién con el anticuerpo de control
de isotipo (p<0,05) (Figura 4).

Histopatologia

[0176] Los ratones se sacrificaron al final del periodo de tratamiento de 30 dias y el mdsculo del diafragma y el misculo
tibial anterior (TA) se recogieron y seccionaron para determinar si los anticuerpos anti-Flt-1 inducian angiogénesis en
el misculo esquelético. Las secciones de musculo se tifieron con el marcador de células endoteliales CD31. Se
observé un aumento significativo en la densidad capilar en los diafragmas de los ratones tratados con el anticuerpo
13B4, 10G12 o el anticuerpo de control comercial en comparacién con los diafragmas de los ratones tratados con el
anticuerpo de control de isotipo (Figuras 5A-5D). Los datos se cuantificaron usando software de imagenes
cuantitativas automatizado como se muestra en las Figuras 6A-6B. Hubo un aumento significativo en el area positiva
de CD31 en los diafragmas de los ratones tratados con el anticuerpo de control comercial (p<0,05), el anticuerpo 13B4
(p<0,01) y el anticuerpo 10G12 (p<0,0001) en comparacion con los diafragmas de los ratones tratados con el
anticuerpo de control de isotipo. También se demostré un aumento significativo en el area positiva para CD31 del
musculo tibial anterior (TA) de los ratones tratados con el anticuerpo 10G12 (p<0,01) en comparacion con el masculo
tibial anterior de los ratones tratados con el anticuerpo de control de isotipo.

[0177] Estos estudios demostraron que la administracion de un anticuerpo Flt-1 (p. ej., 10G12 y 13B4) a ratones mdx
resultdé en un aumento significativo en la proliferacion de células endoteliales, asi como una disminucion en Flt-1
soluble en suero y un aumento en concentraciones séricas de VEGF. Estos anticuerpos demostraron una afinidad de
unién por el objetivo de Flt-1 en el rango de pM (consulte la Tabla 4), CI50 para la unién de Flt-1 de menos de 100 pM
(consulte la Tabla 4) y mas del 50 % de rescate de la sefializacion de VEGF en un bioensayo.

Ejemplo 2. Generacién y caracterizacién de anticuerpos anti-Flt-1 de alta afinidad

[0178] Se generaron anticuerpos monoclonales anti-Flt-1 adicionales como se describe anteriormente. Estos
anticuerpos se caracterizaron ademas por su afinidad de unién al antigeno sFlt-1 (mediante ELISA y Biacore),
competencia por VEGF en un ELISA de competencia sFlt-1:VEGF; y rendimiento en un ensayo basado en células.

Caracterizacion del anticuerpo - Unién al objetivo

[0179] Se ensay6 la unién de los anticuerpos monoclonales anti-Flt-1 al antigeno sFlt-1 recombinante en un ensayo
ELISA (Figura 7). Todos los anticuerpos demostraron un aumento de la uniéon dependiente de la dosis. La afinidad de
union de los anticuerpos anti-Flt-1 al antigeno Flt-1 humano y de ratén se midié mediante la metodologia de resonancia
de plasmén superficial (es decir, Biacore) (Tabla 6). Los anticuerpos se unieron a Flt-1 humano en el rango nanomolar
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con el anticuerpo 11A11 demostrando la afinidad de unién mas alta por Fit-1 humana. El analisis de Biacore también
demostré que los anticuerpos no reaccionaron de forma cruzada con VEGF R2 o VEGF R3 (Tabla 6), sin embargo,
todos los anticuerpos reaccionaron de forma cruzada con cynomolgus Flt-1.

Tabla 6.
Familia Afinidad (nM) Unién
Humano Ratén VEGFR2 | VEGFR3

13B4 0,58 1,4 - -
10G2 1,5 1,4 - -
10G5 1,6 4,2 - -
18H2 15 1,8 3,2 - -
18A10 1,2 2 - -
18C5 2,7 9,2 - -
18C12 1,4 2 - -
18B6 21 1,7 1,2 - -
16B3 19 2,7 3 - -
10G12 17 3,1 6,9 - -
16B12 18 2,7 5,7 - -
Angio 2,3 8,2

11A11 20 0,16 - -

Caracterizacién de anticuerpos - Competicién/antagonismo

[0180] Para estimar la potencia de los anticuerpos, los anticuerpos se ensayaron en un ELISA de competicion
utilizando sFlt-1 humano y VEGF. Las concentraciones de anticuerpos analizadas oscilaron entre 0,1 mg/ml y 10.000
ng/ml. El anticuerpo comercial anti-FIt-1 sirvi6 como control. Con la excepcién de 11A11, todos los anticuerpos
pudieron evitar la uniéon de VEGF a sFlt-1 (Figura 8).

Caracterizacién de anticuerpos - Ensayo basado en células

[0181] Se estimularon células endoteliales de vena primaria humana (HUVEC) con VEGF en presencia de sFlt-1 y
anticuerpos monoclonales 02G07, 11A11y 13B4. La activacién de células inducida por VEGF se ensayé determinando
el estado de fosforilacion del receptor VEGF R2. Los datos se expresan como porcentaje de rescate de la fosforilacion
del receptor VEGF R2 en relacién con la fosforilacion del receptor VEGF R2 en presencia de sFlt-1 solo (p. €j., sin
anticuerpos anti-Flt-1). Los anticuerpos monoclonales rescataron la activacién celular (es decir, la fosforilacion)
antagonizando el Flt-1 soluble (Figura 9).

Ejemplo 3. Caracterizacion de anticuerpos anti-Flt-1 de alta afinidad generados por transposicion de cadena
ligera

[0182] La transposicién de cadena ligera de los anticuerpos 18B6, 11A11 y 13B4 descritos en el Ejemplo 2 se realizd
para aumentar la afinidad y la potencia de los anticuerpos candidatos.

Caracterizacion del anticuerpo - Unién al objetivo

[0183] Los anticuerpos resultantes mostraron una mayor afinidad por el antigeno Flt-1. Por ejemplo, la Ko del
anticuerpo 21C6 aumentd aproximadamente 10 veces con respecto a la del anticuerpo original, 11A11. De manera
similar, la Ko del anticuerpo 21B3 aument6 aproximadamente 5 veces con respecto a la del anticuerpo original, 13B4
(Tabla 7).

Tabla 7.
ka (1/ms) | Kb (1/s) Kb (M)
18B6 3,95E+05 | 3,25E-04 | 8,22E-10
24A8 2,24E+05 | 1,35E-04 | 6,05E-10
21F9 2,84E+05 | 2,42E-04 | 8,52E-10
11A11 3,17E+05 | 5,32E-05 | 1,68E-10
21C6 1,31E+06 | 2,62E-05 | 2,00E-11
21B6 7,59E+05 | 6,50E-05 | 8,57E-11
13B4 4,16E+05 | 1,62E-04 | 3,89E-10
21B3 5,58E+05 | 4,73E-05 | 8,48E-11
21A1 2,23E+05 | 1,15E-04 | 5,16E-10
21D1 8,44E+05 | 1,44E-04 | 1,71E-10
21B4 496E+05 | 1,58E-04 | 3,19E-10
19H6 3,32E+05 | 1,09E-04 | 3,29E-10
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Caracterizacién de anticuerpos - Competicién/antagonismo

[0184] Para estimar la potencia de los anticuerpos después de la mezcla de cadenas ligeras, los anticuerpos se
ensayaron en un ELISA de competicion usando sFlt-1 humano y VEGF. Las concentraciones de anticuerpos
analizadas oscilaron entre 0,2 mg/ml y 200 ng/ml. La capacidad del anticuerpo original 13B4 para unirse de forma
competitiva a sFlt-1 se comparo con la de los anticuerpos generados mediante el barajado de cadenas ligeras. Todos
los anticuerpos demostraron una inhibicién dependiente de la dosis de la uniéon de VEGF a sFlt-1 humana, siendo el
clon 21B3 el competidor mas eficaz (Figura 10).

Eficacia in vivo

[0185] Para determinar la vida media en suero y las caracteristicas farmacocinéticas de los anticuerpos transpuestos
de cadena ligera, se administré a los ratones una dosis Unica de 10 mg/kg de anticuerpos transpuestos de cadena
ligera 27H9 y 21B3 y el anticuerpo original 13B4, cada uno marcado con 1'%, El suero se recogio a las 0,083, 0,25,
0,5,1,4,8y24 horasyalos 3,5, 7,14, 21 y 28 dias y se determind la concentracién sérica de los anticuerpos. La
vida media en suero se redujo en los anticuerpos transpuestos ligeros en comparacion con el anticuerpo original
(Figura 11). Sin embargo, los anticuerpos barajados de cadena ligera mostraron caracteristicas farmacodinamicas
mejoradas en comparacién con el original. Por ejemplo, el anticuerpo 27H9 alcanz6 una concentracion maxima de
222,4 ug/ml a las 0,083 horas, mientras que el anticuerpo original 13B4 alcanz6 una concentracion maxima de 217
ug/ml a las 0,5 horas (Tabla 8).

Tabla 8.
TA T1/2 Cmax | Tmax | AUCO-ultimo AUCO-inf Vss Cl VO R2
(h) (ug/ml) (h) (h=ug/ml) (hxug/ml) (ml/kg) | (ml/h/kg) | (mi/kg)
13B4 | 129,4 | 217,3 0,5 27044 27798 71 0,36 48,7 0,97
21B3 | 56,5 215,8 | 0,083 12590 12602 73 0,79 42,9 0,95
27H9 | 62,8 222,4 | 0,083 14318 14329 68 0,7 44,3 0,96

Histopatologia

[0186] Para determinar si la cadena ligera mezclada y los anticuerpos parentales podian inducir la proliferacion de
células endoteliales, se trataron ratones mdx con 20 mg/kg de anticuerpo cada dos semanas durante 4 semanas
mediante administracion intravenosa. Los ratones se sacrificaron al final del periodo de tratamiento y se recogieron y
seccionaron los musculos del diafragma y tibial anterior para determinar si los anticuerpos inducian la angiogénesis
en el masculo esquelético. Las secciones de musculo se tifieron con el marcador de células endoteliales CD31. Se
observé un aumento significativo en la densidad capilar en el diafragma en los ratones tratados con el anticuerpo 13B4
y 21B3 en comparacion con los diafragmas de los ratones tratados con el anticuerpo de control de isotipo (Figuras
12A-12C). Ademas, hubo un aumento significativo en la densidad capilar en el tibial anterior de los ratones tratados
con el anticuerpo de cadena ligera transpuesto 21B3 en comparacion con el musculo tibial anterior de ratones tratados
con el anticuerpo de control de isotipo (Figuras 12D-12F).

[0187] La biodistribucién de los anticuerpos 27H9, 13B4 y 21B3 en los musculos diafragma, tibial y gastrocnemio se
determind utilizando anticuerpos marcados con 2%, El diafragma mostré la mayor exposicion para todos los
anticuerpos a lo largo del tiempo (Figuras 13A-13C).

[0188] Estos estudios demostraron que la administracion de un anticuerpo Flt-1 (es decir, 13B4 y 21B3) a ratones mdx
dio como resultado un aumento significativo en la proliferaciéon de células endoteliales.

Ejemplo 4. Eficacia in vivo del anticuerpo 21B3 anti-FIt-1 de alta afinidad

[0189] Se trataron ratones Mdx con 1, 3, 10 o 20 mg/kg de anticuerpo 21B3, o 20 mg/kg de un anticuerpo de control
de isotipo, mediante administracién intravenosa dos veces por semana durante un mes a partir de las 4 semanas de
edad. Para evaluar la concentracién de anticuerpos séricos en un punto minimo de exposicion, se recogio sangre 4
dias después de la quinta dosis intravenosa. Para evaluar la concentracion de anticuerpos en sangre en un punto de
maxima exposicion, se extrajo sangre 24 horas después de la Ultima dosis. Las concentraciones maximas y minimas
en suero del anticuerpo 21B3 y el anticuerpo de control de isotipo se muestran en las Figuras 14A y 14B. Los niveles
maximo y minimo del anticuerpo 21B3 fueron dependientes de la dosis y mas altos que el anticuerpo de control de
isotipo.

[0190] Para evaluar los niveles séricos de sFlt-1 libre, se recogié sangre los dias 0, 14 y 28. La administracién del
anticuerpo 21B3 indujo una disminucién dependiente de la dosis en los niveles séricos de sFlt-1 libre. La respuesta
fue mas duradera con las dosis de 10 y 20 mg/kg como se observo tanto en el dia 14 como en el dia 28. Sin embargo,
se observo una disminucion estadisticamente significativa en los niveles de sFlt-1 libre en las dosis de 3, 10 y 20 mg/kg
como en comparacion con el nivel de sFlt-1 libre en ratones tratados con vehiculo solo (Figura 15).
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[0191] Para evaluar los niveles séricos de VEGF, se recogid sangre los dias 0, 14 y 28. La administraciéon del
anticuerpo 21B3 indujo un aumento dependiente de la dosis en los niveles séricos de VEGF. Como se observé para
los niveles de sFlt-1 libre, la respuesta fue mas duradera a las dosis de 10 y 20 mg/kg y tanto en el dia 14 como en el
dia 28. De hecho, se observé un aumento estadisticamente significativo en el VEGF sérico a los 10 y 20 mg/kg de
dosis de anticuerpo 21B3 en comparacion con los niveles de VEGF en suero en ratones tratados con vehiculo solo
(Figura 16).

Histopatologia

[0192] Se sacrificaron los ratones al final del periodo de tratamiento de 30 dias y se recogieron y seccionaron los
musculos del diafragma y tibial anterior para determinar si el anticuerpo anti-Flt-1 inducia la angiogénesis en el misculo
esquelético. Se tifieron secciones de musculo para el marcador de células endoteliales CD31. Se observé un aumento
significativo en la densidad capilar en los musculos del diafragma de los ratones tratados con el anticuerpo 21B3 en
comparacion con la densidad capilar en los musculos del diafragma de los ratones tratados con el anticuerpo de control
de isotipo (Figuras 17A-17E). Los datos se cuantificaron utilizando un software de imagenes cuantitativas
automatizado como se muestra en la Figura 18. Hubo un aumento significativo en el area positiva de CD31 en los
musculos del diafragma de los ratones tratados con 10 mg/kg o 20 mg/kg (p<0,0001) en comparacion con el area
positiva de CD31 en los musculos del diafragma de ratones tratados con anticuerpo de control de isotipo.

[0193] También se observo un aumento significativo en la densidad capilar en el muisculo tibial anterior en los ratones
tratados con el anticuerpo 21B3 en comparacién con el muasculo tibial anterior en los ratones tratados con el anticuerpo
de control de isotipo (Figuras 19A-19E). Los datos se cuantificaron usando un software de imagenes cuantitativas
automatizado como se muestra en la Figura 20. Hubo un aumento significativo en el area positiva de CD31 en el
musculo tibial anterior de ratones tratados con 10 mg/kg o 20 mg/kg (p<0,0001) en comparacién con al area positiva
de CD31 en el muasculo tibial anterior de ratones tratados con anticuerpo de control de isotipo.

Caracterizaciéon por RP-LC/MS

[0194] EI peso molecular del anticuerpo 21B3 desglicosilado se determiné mediante cromatografia liquida de fase
inversa/espectrometria de masas (RP-LC/MS) (Figura 21A). Después de una reaccion de reduccioén, se determino el
peso molecular de la cadena ligera y la cadena pesada. También se determind el patrén de glicosilacién de la cadena
pesada (Figura 21B).

[0195] Estos resultados demostraron que la administracion de un anticuerpo Flt-1 (es decir, 21B3) a ratones mdx dio
como resultado un aumento significativo en la proliferacién de células endoteliales, asi como una disminucién de Flt-
1 soluble en suero y un aumento en las concentraciones de VEGF en suero.

Ejemplo 5. Caracterizaciéon de anticuerpos anti-Flt-1 humanizados de alta afinidad

[0196] Los anticuerpos transpuestos de cadena ligera descritos en el Ejemplo 3 se modificaron adicionalmente para
introducir variacion de secuencia en las regiones CDR y/o regiones efectoras Fc. Estos anticuerpos fueron evaluados
por una metodologia de resonancia de plasmones de superficie (por ejemplo, Biacore) para determinar las
caracteristicas de union (Tabla 9). El anticuerpo 27H9 NG/NA AAA demostrd una afinidad de union por Flt-1 reducida
aproximadamente en 2 veces.

Tabla 9.
ka (1/ms) | kd (1/s) Rmax (RU) KD (M) Chi? Exp
21B3 WT 5,4E+05 1,7E-04 292 3,2E-10 290 2
21B3 AAA 5,2E+05 1,1E-04 305 2,1E-10 371 2
27H9 de edad 07/05 | 3,5E+05 | 7,9E-05 306 2,3E-10 235 1
27H9 peso 23/07 3,3E+05 | 8,4E-05 323 2,6E-10 236 1
27H9 NG/QG 3,7E+05 1,3E-04 315 3,6E-10 280 1
27H9 NG/NA 2,9E+05 1,1E-04 298 3,9E-10 158 1
27H9 NG/NA 2,9E+05 1,5E-04 240 5,1E-10 96,4 2
27H9 NG/NA AAA 2,9E+05 1,5E-04 236 5,1E-10 72,5 2

[0197] Los anticuerpos también se evaluaron en el ensayo basado en células para la capacidad de rescatar la
activacion celular antagonizando sFlt-1. Se estimularon células endoteliales de vena primaria humana (HUVEC) con
VEGF en presencia de sFlt-1 y los anticuerpos monoclonales. La activacién de células inducida por VEGF se ensay6
determinando el estado de fosforilacion del receptor VEGF R2. Los anticuerpos monoclonales rescataron la activacion
celular (es decir, la fosforilacidn) al antagonizar Flt-1 soluble (Figura 22A) y el anticuerpo 27H9 NG/NA AAA (NA+AAA)
tenia una potencia similar en comparacion con el anticuerpo original no mutado (wt).
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Ejemplo 6. Optimizacidon de anticuerpos

[0198] Se analizaron los anticuerpos candidatos para identificar las secuencias de linea germinal VH y VL humanas
mas cercanas y para identificar residuos diferentes dentro de las regiones marco y sitios de oxidacion/isomerizacion
dentro de las CDR. Se construyé una biblioteca Fab que contenia residuos humanos y de tipo salvaje y se fusion6 con
dominios constantes humanos. Se aplicé la presentacién de fagos para identificar Fabs con una velocidad idéntica o
mejor (es decir, sin pérdida de afinidad) que el anticuerpo original, 21B3. Los Fab con la tasa de desviacion deseada
se secuenciaron y compararon con la secuencia de la linea germinal humana y aquellos con la mayor identidad (p. €;.,
identidad VH+VL >95 %) y homologia (p. €j., >96 % de homologia) se seleccionaron para convertirlos en anticuerpos
monoclonales humanos. Los Fab también se analizan en busca de aminoacidos no deseados. La Tabla 10 proporciona
Fab clasificados por porcentaje de identidad humana con algunos clones que tienen hasta un 97,6 % de identidad
humana y un 98,8 % de homologia.

Tabla 10.
CLASIFICADO POR IDENTIDAD
IDENTIDAD FAB
MEJOR
%ident  %%6Homol de kd kd

27H4_VH 976% 988% | 106 | 51e0¢
27H9_VH 975% 982% | 112 | 28E02
25F11 VH | 975% 982% | 100 | 5.36-0¢
27H6_VH 975% 975% | 09 [ 560
25A2_VH 970% | 988% | 097 | 556-04
2703_VH 97,0% | 982% | 089 | 60€-04
2784_VH 97,0% | 982% | o08: [ 6404
25D4_VH 97,0% | 988% | 094 | s57E-04
2506_VH 970%  982% | 117 | seE-04
25G9_VH 97,0% | 982% | 097 [ 5sE-04
27CS_VH 97,0% | 982% | 096 | 556-04
25011 VH  97,0% | 982% | 09 | 60604
25C8_VH 97,0% 975% | 084 [ 63604
25G2_VH 969% o8 | o081 [ 66E-04
27A1_VH 96,4% | 982% | 097 | 556-04
25H3_VH 964% 975% | 094 | 576-04
27FS_VH 963%  982% | 118 [ ase-0s
2589_VH 96,3% | 982% | 103 | 52604
27H1_VH 963% | 982% | 091 [ 596-04
27GS_VH 963%  97,5% |A80| 41604
2709_VH 963% 975% | 094 | 576-04
25G8_VH 963% 975% | 082 | 656-04
RIS o33 953 5,3€-04

Ejemplo 7. Caracterizacion de anticuerpos monoclonales anti-Flt-1

[0199] La termotolerancia de los anticuerpos monoclonales se analizd utilizando un método Biacore. A una
concentracion de 100 pg/ml, cada anticuerpo monoclonal se incub6 durante 1 hora en solucién salina tamponada con
fosfato a diferentes temperaturas. Después de 1 hora de incubacion, el anticuerpo se enfrid lentamente a 25 °C durante
dos horas y luego se incub6 durante la noche a 4 °C. A continuacion, se midié el porcentaje de anticuerpo funcional
determinando la unién a Flt-1 humana mediante Biocore (véase la Tabla 11). La termotolerancia para los anticuerpos
de tipo salvaje fue consistente con experimentos previos. Sin embargo, con la excepcion del clon 27H6 DG/DA, las
mutaciones en las regiones VH o VL redujeron la temperatura de fusién en aproximadamente 2°C. La mutacion AAA
en la regién Fc no tuvo efecto sobre la termotolerancia del anticuerpo.

Tabla 11.
Tm (°C)
MAB Exp 140421 | Exp 140507 Exp 140514 Exp 140613 Exp 140723 Exp 140902
21B3WT 70,1 70,4 70,9 69,1 70,5
21B3 AAA ~ 70,8
27H4A WT 67 67,8 ~ 66,6 67,5
27H4 NG/NA (VH) ~64,1
27H4 NG/QG (VH) ~64,1
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(Continuacion)

Tm (°C)

MAB Exp 140421 | Exp 140507 | Exp 140514 | Exp 140613 | Exp 140723 | Exp 140902
27H4 NA + AAA 64,9
27H6 WT 61,9

27H6 GD/DA (VL) ~ 63,4

27H6 DG/EG (VL) 58,8

27H9 WT 73,8 68,6 69,0

27H9 NG/NA (VH) 66,8

27H9 NG/QG (VH) 66,7

27H9 NA + AAA 67,3

[0200] Biacore analizé la afinidad de union de los clones humanizados (Tabla 12). Se determiné la capacidad para
rescatar la sefializacion de VEGF en un ensayo basado en células VEGF:sFlt-1 para los anticuerpos 27H4, 27H6 y
27H9 (Figura 22B). Brevemente, se estimularon células endoteliales de vena primaria humana (HUVEC) con VEGF
en presencia de sFlt-1 y anticuerpos monoclonales 27H4, 27H6 y 27H9. La activacion de células inducida por VEGF
se ensay6 determinando el estado de fosforilacién del receptor VEGF R2. Los datos se expresan como porcentaje de
rescate de la fosforilacion del receptor VEGF R2 en relacién con la fosforilacion del receptor VEGF R2 en presencia
de sFlt-1 solo (p. €j., sin anticuerpos anti-Flt-1). También se determiné la capacidad de antagonizar la unién de VEGF
y sFlt-1 (Figura 23) para los anticuerpos 27H4, 27H6 y 27H9 mediante ELISA.

Tabla 12.
ka (1/ms) | kd (1/s) Rmax (RU) | KD (M)
21B3 5,4E+05 1,7E-04 292 3,2E-10
27H4 3,4E+05 8,2E-05 305 2,5E-10
27H9 3,3E+05 8,4E-05 323 2,6E-10
27H6 9,1E+05 1,4E-04 436 1,6E-10

Ejemplo 8. Estudio in vitro de anticuerpos anti-Flt-1 en patologia muscular

[0201] Se trataron ratones Mdx con 1, 3 0 10 mg/kg de anticuerpo anti-Flt-1 21B3 o 10 mg/kg de anticuerpo de control
de isotipo IgG1 por administracion intravenosa dos veces por semana durante 6 o 12 semanas a partir de las 3
semanas de edad.

[0202] Para evaluar los niveles séricos de concentracién de anticuerpos libres, se recogié sangre de los ratones 4 dias
después de la dosis intravenosa administrada a las 2, 4, 7 y 10 semanas. La muestra de sacrificio se recogi6 24 horas
después de la ultima dosis (Figura 24). Con la dosis de 10 mg/kg, hubo una diferencia estadisticamente significativa
en los niveles séricos de anticuerpo libre en todos los puntos de tiempo en relacién con los niveles séricos de
anticuerpo libre en ratones que recibieron el anticuerpo de control de isotipo. Con la dosis de 3 mg/kg, hubo una
diferencia estadisticamente significativa en los niveles séricos de anticuerpo libre en las semanas 4, 7y 10 y en el
sacrificio en relacion con los niveles séricos de anticuerpo libre en ratones que recibieron el anticuerpo de control de
isotipo. Con la dosis de 1 mg/kg, hubo una diferencia estadisticamente significativa en los niveles séricos de anticuerpo
libre en el sacrificio en relacion con los niveles séricos de anticuerpo libre en ratones que recibieron el anticuerpo de
control de isotipo.

[0203] Para evaluar los niveles séricos de sFlt-1 libre, se recogié sangre de los ratones 4 dias después de la dosis
intravenosa administrada a las 2, 4, 7 y 10 semanas. La muestra de sacrificio se recogi6 24 horas después de la ultima
dosis (Figura 25). Con la dosis de 10 mg/kg, hubo una diferencia estadisticamente significativa en los niveles séricos
de sFIt-1 libre en todos los puntos temporales en relacién con los niveles séricos de sFlt-1 libre en ratones que
recibieron el anticuerpo de control de isotipo. Con la dosis de 3 mg/kg, hubo una diferencia estadisticamente
significativa en los niveles séricos de sFlt-1 libre en las semanas 4, 7 y 10 y en el sacrificio en relacidon con los niveles
séricos de sFlt-1 libre en ratones que recibieron el anticuerpo de control de isotipo. A la dosis de 1 mg/kg, hubo una
diferencia estadisticamente significativa en los niveles séricos de sFlt-1 libre en el sacrificio en relacién con los niveles
séricos de sFlt-1 libre en ratones que recibieron el anticuerpo de control de isotipo.

[0204] Para evaluar los niveles séricos de VEGF, se recogié sangre de los ratones 4 dias después de la dosis
intravenosa administrada a las 2, 4, 7 y 10 semanas. La muestra de sacrificio se recogio 24 horas después de la tltima
dosis (Figura 26). La administracién del anticuerpo 21B3 indujo un aumento dependiente de la dosis en los niveles de
VEGF en suero. Con la dosis de 10 mg/kg, hubo una diferencia estadisticamente significativa en los niveles séricos
de VEGF en todos los puntos de tiempo en relacién con los niveles séricos de VEGF en ratones que recibieron el
anticuerpo de control de isotipo. Con la dosis de 3 mg/kg, hubo una diferencia estadisticamente significativa en los
niveles séricos de VEGF en la semana 7 y en el sacrificio en relaciéon con los niveles séricos de VEGF en ratones que
recibieron el anticuerpo de control de isotipo. Con la dosis de 1 mg/kg, hubo una diferencia estadisticamente
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significativa en los niveles séricos de VEGF en el sacrificio en relacion con los niveles de suero de VEGF en ratones
que recibieron el anticuerpo de control de isotipo.

Histopatologia

[0205] Los ratones se sacrificaron en las semanas 6 y 12 del periodo de tratamiento y se recogieron y seccionaron los
musculos diafragma, gastrocnemio y tibial anterior para determinar si el tratamiento con el anticuerpo anti-Flt-1 inducia
la angiogénesis y prevenia la fibrosis y la necrosis en el musculo esquelético.

Angiogénesis

[0206] Se tifieron secciones de musculo para el marcador de células endoteliales CD31 (Figuras 27A-27H, 28A-28H
y 29A-29H). Se observé un aumento significativo en la densidad capilar en todos los grupos musculares estudiados
en los ratones tratados con el anticuerpo 21B3 en comparacion con los musculos de los ratones tratados con el
anticuerpo de control de isotipo. Los datos se cuantificaron usando un software de imagenes cuantitativas
automatizado. Hubo un aumento estadisticamente significativo en el area positiva de CD31 en el muasculo del
diafragma de los ratones tratados con 3 mg/kg (p<0,01) y 10 mg/kg (p<0,0001) del anticuerpo 21B3 a las 6 y 12
semanas en comparacion con el area positiva de CD31 en el musculo del diafragma de ratones tratados con el
anticuerpo de control de isotipo. Hubo un aumento estadisticamente significativo en el area positiva para CD31 en el
musculo gastrocnemio de los ratones tratados con 10 mg/kg (p<0,05) del anticuerpo 21B3 a las 6 y 12 semanas en
comparacioén con el area positiva para CD31 en el musculo gastrocnemio de los ratones tratados con anticuerpo de
control de isotipo. Hubo un aumento estadisticamente significativo en el area positiva de CD31 en el musculo tibial
anterior de ratones tratados con 3 mg/kg de anticuerpo 21B3 a las 6 semanas (p<0,05) y 12 semanas (p<0,0001) y de
ratones tratados con 10 mg/kg (p<0,0001) de anticuerpo 21B3 a las 6 y 12 semanas en comparacion con el area
positiva de CD31 en el mlsculo tibial anterior de ratones tratados con el anticuerpo de control de isotipo. (Figuras
30A-30C).

Fibrosis

[0207] También se tifieron secciones de musculo mediante inmunohistoquimica para colageno tipo | (Figuras 31A-
31H, 32A-32H y 33A-33H). Se observé una disminucion significativa en la tincién de colageno tipo | en el diafragma y
el musculo gastrocnemio de los ratones tratados con el anticuerpo 21B3 en comparacion con el diafragma y el misculo
gastrocnemio de los ratones tratados con el anticuerpo de control de isotipo. Hubo una disminucién estadisticamente
significativa en la tincion de colageno tipo | en el musculo del diafragma de ratones tratados con 1 mg/kg (p<0,0001),
3 mg/kg (p<0,001) y 10 mg/kg (p<0,0001) de anticuerpo 21B3 a las 12 semanas en comparacién con la tinciéon de
colageno tipo | en el masculo del diafragma de ratones tratados con el anticuerpo de control de isotipo. Hubo una
disminucion estadisticamente significativa en la tincién de colageno tipo | en el masculo gastrocnemio de ratones
tratados con 1 mg/kg (p<0,01), 3 mg/kg (p<0,05) y 10 mg/kg (p<0,001) de anticuerpo 21B3 a las 12 semanas en
comparacioén con la tincion de colageno tipo | en el misculo gastrocnemio de ratones tratados con el anticuerpo de
control de isotipo. (Figuras 34A-34C).

Necrosis

[0208] El porcentaje de necrosis presente en el misculo gastrocnemio de ratones tratados con el anticuerpo 21B3 se
determiné en relacién con el porcentaje de necrosis presente en el masculo gastrocnemio de ratones tratados con el
anticuerpo de control de isotipo. Se observé una tendencia hacia la mejora en la necrosis (Figuras 35A-35B).
Ejemplo 9. Mapeo del epitopo en sFlt-1 humano dirigido por anticuerpos anti-Flt-1 21B3 y 21C6

[0209] Los epitopos de nivel de péptido en sFlt-1 humano dirigidos por anticuerpos monoclonales (mAb) de sFlt-1 anti-
humanos 21B3 y 21C6 se establecieron mediante espectrometria de masas de intercambio de hidrégeno-deuterio
(HDX).

Digestion con pepsina y LC-MS

[0210] Para la digestion con pepsina, 10 pg de sFlt-1 o sFlt-1 y una mezcla de anticuerpo (21B3) (10 ug:20 pg) o una
mezcla de sFlt-1 y anticuerpo (21C6) (10 ug:20 ug) se desnaturalizé en TCEP 0,365 M y clorhidrato de guanidina 1,7
M (pH 2,5). La mezcla se someti6 a digestion con pepsina en linea y los péptidos resultantes se analizaron usando un
sistema UPLC-MS compuesto por un Waters Acquity UPLC acoplado a un espectrémetro de masas MicroTOF-Q2
(Bruker). Los péptidos se separaron en una columna C8 de 50 mm x 1 mm con un gradiente de 19 min del disolvente
B al 5-28,5 % (acido formico al 0,1 % en acetonitrilo). El disolvente A es acido formico al 0,1 % en agua. La valvula de
mezcla de disolvente, la valvula de inyeccion, la columna C8 y todos los tubos de acero inoxidable de conexion se
sumergieron en un bafio de agua circulante enfriada mantenido a 0 °C. La identificacion de péptidos se realizd
mediante la busqueda de datos MS/MS frente a la secuencia sFlt-1 con Mascot. La tolerancia de masa para los iones
precursores y productos fue de 0,1 Da y 0,2 Da, respectivamente.
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Tratamiento de desglicosilacién

[0211] Se incubaron 200 pg de proteina recombinante sFlt-1 humana con 10 ml de PNGasa F a 37 °C durante 4 horas.

Preparacién de Fab

[0212] Los Fab se prepararon a partir de dos mAbs anti-sFlt-1 (21B3 y 21C6) con digestidon con papaina y captura de
Proteina A usando el kit de preparacion de Pierce Fab.

Cromatografia de exclusién por tamafio (SEC)

[0213] Para comprobar la unién entre sFlt-1 humano nativo o desglicosilado y dos mAbs anti-sFlt-1 humano (21B3 'y
21C6) en SEC, 10 pg de sFlt-1 (ya sea nativo o desglicosilado) se mezclé con 40 pg de mAbs anti-sFlt-1. Se inyectaron
sFlt-1 nativo o desglicosilado solo, mAb anti-sFlt-1 solo o los complejos en una columna SEC a un caudal de 0,35
ml/min con PBS como fase mévil y las proteinas se controlaron a 280 nm. Los Fab generados a partir de mAb anti-
sFlt-1 (21B3 y 21C6) y la union entre Fab anti-sFlt-1 y sFlt-1 también se evaluaron mediante SEC.

HDX

[0214] Se incubd 10 pL de sFlt-1 humano (10 pg) o mezcla de sFlt-1 y mAb (21B3) (10 pg:20 pg) o mezcla de sFlt-1
y mAb (21C6) (10 pg:20 pg) con 90 pL de tampdn de marcaje de 6xido de deuterio (fosfato 50 mM, cloruro de sodio
100 mM a pH 7,4) durante 0's, 30 s, 2 min, 10 min, 1 h o 4 h. El intercambio de deuterio se inactivé agregando 100 pL
de clorhidrato de guanidina 3,4 M, tamp6n TCEP 0,73 M con un pH final de 2,5 y luego se someti6 a digestion con
pepsinay analisis LC-MS descritos anteriormente. Los espectros de masas se registraron en modo solo MS. Los datos
de MS sin procesar se procesaron utilizando el software HDExaminer (Sierra Analytics, CA). Los niveles de deuterio
se calcularon usando la diferencia de masa promedio entre el péptido deuterado y su forma nativa (to).

Resultados

[0215] Para verificar que la eliminacion de glicanos no altera la unién de sFlt-1 humano a los anticuerpos, se mezclo
la proteina sFlt-1 nativa y desglicosilada con IgG anti-sFlt-1 humano (21B3 y 21C6) y la formacién del complejo fue
monitoreada en cromatografia de exclusion por tamafio. Los datos demostraron que el sFlt-1 humano nativo se une
por completo a dos IgG anti-sFlt-1 humanos (21B3 y 21C6), mientras que el sFlt-1 humano desglicosilado se une de
forma incompleta al mAb anti-sFlt-1 humano (21B3) o no se une a mAb anti-sFlt-1 humano (21C6), que indic6 que la
desglicosilacion perturba las interacciones entre el sFlt-1 humano y los anticuerpos. Por lo tanto, se seleccion6 sFlt-1
humano nativo para realizar experimentos de intercambio de HD. Inicialmente se logré una cobertura deficiente de la
secuencia para la sFlt-1 humana nativa debido a la alta complejidad de la glicosilacién heterogénea y los sitios de
glicosilacion unidos a 12 N. Para mejorar la cobertura de la secuencia, se identificaron las masas de glicano en cada
sitio de glicosilacion y se logré una alta cobertura de la secuencia (85,2 %) para la sFlt-1 humana nativa.

[0216] Se incubd sFlt-1 humano nativo en éxido de deuterio solo 0 en complejo con mAb sFlt-1 antihumano (21B3) o
mADb sFlt-1 antihumano (21C6). El intercambio de deuterio se realizé a temperatura ambiente durante 0 s, 30 s, 2 min,
10 min, 60 min y 240 min. La reaccion de intercambio se extinguié con un pH bajo y las proteinas se digirieron con
pepsina. Los niveles de deuterio en los péptidos identificados se controlaron a partir del cambio de masa en LC-MS.
Se trazaron las curvas de acumulacion de deuterio a lo largo del tiempo de intercambio para todos los péptidos.
Mientras que la mayoria de los péptidos sFlt-1 humanos mostraban niveles de deuterio idénticos o similares con y sin
mAb sFlt-1 antihumano (21B3 y 21C6), varios segmentos peptidicos habian disminuido significativamente la
incorporacion de deuterio tras la unién de mAb 21B3 o mAb 21C6. Los residuos 117-129 (correspondientes a los
aminoacidos 141-153 de SEQ ID NO: 90) y 169-182 (correspondientes a los aminoacidos 193-206 de SEQ ID NO: 90)
experimentaron una fuerte proteccion de deuterio al unirse a sFlt-1 mAb 21B3 antihumano, mientras que los residuos
106-114 (correspondientes a los aminoacidos 130-138 de SEQ ID NO: 90) y 117-124 (correspondientes a los
aminoacidos 141-148 de SEQ ID NO: 90) experimentaron una fuerte proteccion de deuterio al unirse a mAb 21C6 anti-
sFlt-1 humano. Estas regiones fuertemente protegidas se asignaron como péptidos epitopicos para mAb sFlt-1
antihumano (21B3 y 21C6) y se resaltaron en azul en el mapa de calor diferencial que se muestra en la Figura 36 y
la Figura 37. Los espectros MS/MS para péptidos identificados que contienen amino los residuos de &cido de las
regiones del epitopo se muestran en la Figura 38A-38E. El péptido 115-124 corresponde a los aminoacidos 139-148
de SEQ ID NO: 90; el péptido 115-129 corresponde a los aminoacidos 139-153 de SEQ ID NO: 90; el péptido 154-182
corresponde a los aminoacidos 178-206 de SEQ ID NO: 90; el péptido 175-180 corresponde a los aminoacidos 119-
204 de SEQ ID NO: 90; y el péptido 104-114 corresponde a los aminoacidos 128-138 de SEQ ID NO:90.

Conclusién
[0217] Se logr6 una cobertura de secuencia del 85,2 % para sFlt-1 humana. Los residuos 117-129 y 169-180
experimentaron una fuerte proteccién contra el deuterio al unirse al mAb 21B3 de sFlt-1 antihumano, mientras que los

residuos 106-114 y 117-124 experimentaron una fuerte proteccion contra el deuterio al unirse al mAb 21C6 de sFlt-1
antihumano. Estas regiones fuertemente protegidas se asignaron como péptidos epitopicos para el mAb sFlt-1
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Tabla 13.

90)

Secuencia de aminoéacidos de FIt-1 humana isoforma 1 (NP_002010.2 GI:156104876; SEQ ID NO:

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

MVSYWDTGVL
WSLPEMVSKE
ESAIYIFISD
GKRIIWDSRK
KLLRGHTLVL
MONKDKGLYT
AFPSPEVVWL
TLIVNVKPQI
DFCSNNEESF
VGTVGRNISF
HYSISKQKMA
PYLLRNLSDH
VTEEDEGVYH
RKMKRSSSEI
VVQASAFGIK
QGGPLMVIVE
TSSESFASSG

RDLAARNILL SENNVVKICD FGLARDIYKN
DVWSYGVLLW EIFSLGGSPY PGVQMDEDEC
PKERPRFAEL VEKLGDLLQA NVQQDGKDYI
PKFNSGSSDD VRYVNAFKFM SLERIKTFEE
TDSKPKASLK IDLRVTSKSK ESGLSDVSRP

LCALLSCLLL
SERLSITKSA
TGRPFVEMYS
GFIISNATYK
NCTATTPLNT
CRVRSGPSFK
KDGLPATEKS
YEKAVSSFEFPD
ILDADSNMGN
YITDVPNGFH
ITKEHSITLN
TVAISSSTTL
CKATNQKGSV
KTDYLSIIMD
KSPTCRTVAV
YCKYGNLSNY
FQEDKSLSDV

CSPPPDYNSV VLYSTPPI

TGSSSGSKLK
CGRNGKQFCS
EIPEITHMTE
EIGLLTCEAT
RVOMTWSYFD
SVNTSVHIYD
ARYLTRGYSL
PALYPLGSRQ
RIESITQRMA
VNLEKMPTEG
LTIMNVSLQD
DCHANGVPEP
ESSAYLTVQG
PDEVPLDEQC
KMLKEGATAS
LKSKRDLFFL
EEEEDSDGFY

DPELSLKGTQ
TLTLNTAQAN
GRELVIPCRV
VNGHLYKTNY
EKNKRASVRR
KAFITVKHRK
IIKDVTEEDA
ILTCTAYGIP
ITEGKNKMAS
EDLKLSCTVN
SGTYACRARN
QITWFKNNHK
TSDKSNLELI
ERLPYDASKW
EYKALMTELK
NKDAALHMEP
KEPITMEDLI

HIMQAGQTLH
HTGFYSCKYL
TSPNITVTLK
LTHRQTNTII
RIDQSNSHAN
QOVLETVAGK
GNYTILLSIK
QPTIKWEWHP
TLVVADSRIS
KFLYRDVTWI
VYTGEEILQK
IQQEPGIILG
TLTCTCVAAT
EFARERLKLG
ILTHIGHHLN
KKEKMEPGLE
SYSFQVARGM

LQCRGEAAHK'
AVPTSKKKET
KFPLDTLIPD
DVQISTPREV
IFYSVLTIDK
RSYRLSMKVK
QSNVFKNLTA
CNHNHSEARC
GIYICIASNK
LLRTVNNRTM
KEITIRDQEA
PGSSTLFIER
LFWLLLTLFI
KSLGRGAFGK
VVNLLGACTK
QGKKPRLDSV
EFLSSRKCIH

PDYVRKGDTR LPLKWMAPES IFDKIYSTK!

SRLREGMRMR APEYSTPEIY QIMLDCWHRI
PINAILTGNS GFTYSTPAFS EDFFKESISI

LLPNATSMFD DYQGDSSTLL ASPMLKRETYV

SFCHSSCGHV SEGKRRFTYD HAELERKTA(

Secuencia de aminoacidos de Flt-1 humana, isoforma X1 (XP_011533316.1 GI:767977511; SEQ ID
NO:91)
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(Continuacion)

Secuencia de aminoacidos de Flt-1 humana, precursor de la isoforma 2 (NP_001153392.1
G1:229892220; SEQ ID NO:92)

Secuencia de aminoacidos de Flt-1 humana, precursor de la isoforma 3 (NP_001153502.1
G1:229892300; SEQ ID NO:93)

Secuencia de aminoacidos de Flt-1 humana, precursor de la isoforma 4 (NP_001153503.1
G1:229892302; SEQ ID NO:94)
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Tabla 14.

Secuencia de region Fc (SEQ ID NO: 104)

209 TKVDKKVEPK SCDKTHTCPP CPAPELLGGP SVFLEFPPKPK DTLMISRTPE VTCUUUDVSf
269 EDPEVKENWY VDGVEVHNAK TKPREEQYNS TYRVVSVLTV LHQDWLNGKE YKCKVSNKAI
329 PAPIEKTISK AKGQPREPQV YTLPPSREEM TKNQVSLTCL VKGEFYPSDIA VEWESNGQPI

389 NNYKTTPPVL DSDGSFFLYS KLTVDKSRWQ QGNVESCSVM HEATLHNHYTQ KSLSLSPG
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo anti-Flt-1 o fragmento de unién a antigeno del mismo que comprende:

(a) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende el aminoacido secuencia de SEQ ID NO: 60 y
una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 45,
(b) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
52 y una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 38,

(c) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
59 y una region variable de cadena pesada (VH) regién que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 45,

(d) una regién variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
53 y una regidn variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 39, 0

(e) una regidn variable de cadena ligera (VL) que comprende el aminoacido secuencia de SEQ ID NO: 51y
una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37.

2. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo o fragmento
de unién a antigeno del mismo se selecciona del grupo que consiste en IgG, F(ab')2, F(ab)2, Fab', Fab, ScFv,
diacuerpos, triacuerpos y tetracuerpos, opcionalmente en los que el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo es IgG, opcionalmente en los que el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo es IgG1.

3. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo es un anticuerpo monoclonal, opcionalmente donde el
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal humanizado, opcionalmente donde el anticuerpo monoclonal humanizado
contiene una region humana Fc, opcionalmente en la que la region Fc contiene una o mas mutaciones que mejoran la
afinidad de union entre la region Fc y el receptor FcRn de manera que se prolongue la semivida in vivo del anticuerpo,
opcionalmente en la que la regidon Fc contiene una 0 mas mutaciones en posiciones correspondientes a Leu 234, Leu
235 y/o Gly 237 de 1gGl humana.

4. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que
el anticuerpo anti-Flt-1 o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende:

(a) una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad
con SEQ ID NO: 76 y una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
un 90 % de identidad con SEQ ID NO: 71,

(b) una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 % de identidad
con SEQ ID NO: 85 y una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
un 90 % de identidad con SEQ ID NO: 72,

(c) una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 % de identidad
con SEQ ID NO: 84 y una cadena pesada cadena que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
al menos un 90 % de identidad con SEQ ID NO: 71,

(d) una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 % de identidad
con SEQ ID NO: 86 y una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
un 90 % de identidad con SEQ ID NO: 73, o

(e) una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 % de identidad
con SEQ ID NO: 83 y una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
un 90 % de identidad con SEQ ID NO: 70.

5. El anticuerpo o fragmento de unioén a antigeno del mismo de cualquiera de las reivindicaciones anteriores para su
uso en un método para tratar una enfermedad, trastorno o afeccion mediada por Flt-1, en el que la enfermedad,
trastorno o afeccién mediada por Flt-1 es distrofia muscular de Duchenne, distrofia muscular de Becker, preeclampsia,
enfermedad renal crénica o fibrosis tisular.

6. Una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

7. Una célula de hibridoma que produce el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de cualquiera de
las reivindicaciones 1-4.
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Disminucion en niveles de sFlt1 libre
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Aumento de niveles de VEGF
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Control de isotipo Control comercial Ab
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Area positiva relativa CD31 en diafragma
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Union a rec sFltl en ELISA
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Concentracion sérica
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