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Antagonistes specifiques du recepteur FGF-R4 

La presente invention a pour objet des antagonistes specifiques du recepteur 4 aux 

FGF (FGF-R4) permettant d'inhiber I'activite de ce recepteur. Ces antagonistes sont 

en particulier des anticorps diriges specifiquement contre le recepteur 4 aux FGF 

(FGF-R4). 

5 La presente invention a egalement pour objet I'utilisation therapeutique de ces 

antagonistes, en particulier dans le domaine de I'angiogenese et dans le traitement de 

certains types de cancer. 

Les FGF (Fibroblast Growth Factor) comptent parmi les premieres molecules decrites 

10 comme etant capables de stimuler la proliferation, la migration et la differentiation des 

cellules vasculaires in vitro et in vivo. Une litterature abondante decrit induction de 

I'angiogenese et la formation de capillaires sanguins in vitro et in vivo par les FGF. 

Les FGF sont egalement impliques dans I'angiogenese tumorale en promouvant la 

formation de vaisseaux sanguins recrutes par la tumeur. 

15 

La famille des FGF humains est composee d'au moins 23 membres qui possedent 

tous un domaine central conserve de 120 acides amines, lis exercent leur activite 

biologique en interagissant avec leurs recepteurs de haute affinite de type tyrosine-

kinase (FGF-R) et des heparanes sulfate proteoglycanes, composants presents sur la 

20 plupart des surfaces cellulaires et des matrices extracellulaires (site de liaison de 

faible affinite) pour former un complexe ternaire. Certains FGF presentent une haute 

affinite pour plusieurs FGF-R alors que d'autres activent specifiquement un recepteur 

ou un isoforme d'un recepteur. 

25 Un ligand specifique de FGF-R4 a ete identifie parXie et al (Cytokine, 1999, 11:729-

35.) Ce ligand, appele FGF19, est un ligand de haute affinite au FGF-R4 

exclusivement et dont la liaison au recepteur est dependante de I'heparine ou des 

heparanes sulfates. Le FGF19 a ete identifie chez I'animal adulte, uniquement au 

niveau des hepatocytes et de I'intestin grele ou il regule la synthese d'acide biliaire 

30 par le foie. II serait un facteur de croissance intervenant lors du developpement 

embryonnaire et serait implique dans le developpement du cerveau fcetal chez le 

poisson zebre et I'homme. 
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D'autres ligands de FGF-R4 sont decrits comme le FGF1 ou FGF2. Ces ligands 

activent fortement le FGF-R4 mais ne sont pas specifiques de FGF-R4 : ils se lient 

aussi a d'autres FGF-R (Ornitz et al.,.J. Biol. Chem., 1996, 271:15292-7). 

5 L'activation du recepteur FGF-R4 conduit a plusieurs types de signalisations 

cellulaires. Parmi celles-ci, la forme la plus classique correspondant a la mise en 

place d'une voie de signalisation par cascade de phosphorylation a la suite d'une 

stimulation de FGF-R4 par du FGF. Cette induction conduit a I'autophosphorylation du 

domaine tyrosine kinase de FGF-R4 et sert a initier une voie de signalisation 

10 intracellulaire dependante des phosphorylations d'autres proteines de signalisation 

telles que AKT, p44/42, JNK etc... Cette signalisation par phosphorylation varie selon 

le type cellulaire et selon les co-recepteurs ou les molecules d'adhesion presents a la 

surface de ces cellules. (Cavallaro et al., Nat. Cell Biol. 3/7, 650-657 (2001); Stadler 

et al., Cell. Signal. 18/6, 783-794. (2006); Lin et al., J Biol Chem., 2007, 14:27277-84. 

15 (2007)). Un autre mode de signalisation important pour les FGF-R dont FGF-R4 est 

I'internalisation du recepteur apres activation en association avec son ligand. Ce 

mecanisme n'est pas dependant de I'activite tyrosine kinase du recepteur mais d'une 

courte sequence en C-terminale de FGF-R4 (Klingenberg et al., J. Cell Sci., 

113/Pt10 :1827-1838 (2000)). 

20 

Quatre formes distinctes de FGF-R4 sont decrites dans la litterature. Une forme de 

pleine taille avec 2 variants polymorphiques a la position 388 a savoir le FGF-R4 

Gly388 qui est la forme normale du recepteur et la forme Arg388 qui est decrite dans 

le cadre de plusieurs tumeurs (Bange et al., Cancer Res. 62/3, 840-847 (2002) ; 

25 Spinola et al., J Clin Oncol 23, 7307-7311(2005); Stadler et al., Cell. Signal. 18/6, 

783-794. (2006)). Une forme soluble a egalement ete decouverte exprimee dans des 

cellules tumorales mammaires (Takaishi et al., Biochem Biophys Res Commun., 

2000, 267:658-62). Une quatrieme forme, tronquee dans la partie extracellulaire, a ete 

decrite dans certains adenomes hypophysaires (Ezzat et al., J Clin Invest., 2002, 

30 109:69-78). 

Le FGF-R4 est principalement exprime dans les tissus derives de I'endoderme tels 

que le tractus gastro-intestinal, le pancreas, le foie, les muscles et les glandes 

surrenales. 
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Le FGF-R4 est connu dans la litterature comme ayant plusieurs roles cellulaires, dont 

les trois principaux sont decrits dans ce qui suit: 

Premierement, ce recepteur est implique dans le controle de differents processus de 

5 differentiation cellulaire in vitro et in vivo comme la differentiation et la regeneration 

des muscles squelettiques, la differentiation du tissu mesenchymateux , 

I'osteogenese ou encore dans la formation des alveoles au cours du developpement 

hepatique post-natal. 

10 Deuxiemement, le FGF-R4 est decrit dans le controle de I'homeostasie de I'acide 

biliaire et du cholesterol et interviendrait dans le controle de I'adiposite. De plus, la 

balance entre la production de I'acide biliaire et celle du cholesterol est controlee par 

FGF-R4 in vitro et in vivo. 

15 Troisiemement, le FGF-R4 est implique dans certains phenomenes tumoraux comme 

le developpement des carcinomes hepatocellulaires ou des cancers du colon, dans la 

proliferation de cellules de fibroadenomes mammaires, de cellules epitheliales de 

cancers mammaires , comme la motilite des cellules de carcinomes mammaires ou 

colorectaux L'implication tumorale du FGF-R4 est majoritairement associee a 

20 I'apparition du polymorphisme (Gly388Arg) correlee a I'acceleration de la progression 

tumorale de tumeurs mammaires et colorectales (Bange et al., Cancer Res. 62/3, 

840-847.2002), prostatiques (Wang et al., Clin. Cancer Res. 10/18, 6169-6178, 2004) 

ou hepatiques (Nicholes et al., Am. J. PAtholA60/6, 2295-307, 2002). Ce 

polymorphisme est aussi associe a un mauvais pronostic dans le cadre de sarcomes 

25 (Morimoto et al., Cancer 98/10, 2245-2250, 2003), d'adenocarcinomes pulmonaires 

(Spinola et al., J Clin Oncol 23, 7307-7311, 2005) ou de sarcomes squameux (da 

Costa Andrade et al., Exp Mol Pathol 82, 53-7, 2007). La surexpression de FGF-R4 

est aussi decrite dans certaines lignees de cancers pancreatiques (Shah et al., 

Oncogene 21/54, 8251-61, 2002) et correle avec la malignite d'astrocytomes 

30 (Yamada et al., Neurol. Res. 24/3, 244-8, 2002). De plus, I'utilisation d'un anticorps 

monoclonal anti-FGF19 dans des modeles in vivo de xenogreffes de tumeurs de 

colon ou dans des modeles de carcinomes hepatocellulaires, montre que I'inactivation 

du FGF19 et done le blocage de I'activation de FGF-R4 peut etre benefique dans le 

traitement de cancer du colon ou du foie. 
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II est admis dans la litterature que les couples FGF/FGF-R1 et FGF/FGF-R2 

participent a la formation des nouveaux vaisseaux sanguins dans un contexte normal 

ou pathologique. Cependant, I'implication potentielle de FGF-R4 dans le controle de 

5 ce phenomene cellulaire n'a jamais ete etudiee. II a, en effet, jusqu'a present ete 

suppose que I'activation de I'angiogenese est mediee par FGF-R1 et/ou FGF-R2 

(Presta et al, Cytokine Growth Factor Rev., 2005, 16 :159-78). 

Des exemples d'antagonistes de FGF-R4 sont decrits dans la litterature, notamment: 

10 des petites molecules, mais elles ne ciblent pas le FGF-R4 de maniere specifique, 

entrainant ainsi des effets indesirables. Ainsi des petites molecules chimiques 

inhibitrices du domaine tyrosine-kinase qui inhibent plusieurs FGF-R ainsi que 

d'autres recepteur tyrosine-kinase ont ete decrites par Thompson et al (Thompson et 

al J Med Chem., 2000, 43:4200-11.). Des petites molecules chimiques inhibitrices des 

15 FGF-R par association a leur partie extracellulaire ont aussi ete decrites dans la 

demande W02007/080325. 

Des anticorps ont aussi ete etudies, comme les anticorps anti-FGFR1 et/ou anti-

FGFR4 decrits dans les demandes internationales W02005/066211 et 

W02008052796 ou par Chen et al (Hybridoma 24/3, 152-159, 2005). La demande 

20 W02005/037235 decrit des anticorps antagonistes des FGF-R pour le traitement de 

I'obesite et du diabete. D'autre part, des anticorps anti-FGF-R4 agonistes sont decrits 

dans la demande W003/063893. 

La presente invention a pour objet un antagoniste du recepteur FGF-R4, caracterise 

25 en ce qu'il se lie specifiquement a celui-ci. 

De maniere avantageuse, ledit antagoniste est un anticorps specifique du recepteur 

FGF-R4. 

Dans un mode de realisation, I'antagoniste objet de I'invention se lie au domaine D2-

30 D3 du recepteur FGF-R4. Dans un mode de realisation avantageux, I'antagoniste 

objet de I'invention se lie au domaine D2 du recepteur FGF-R4. Dans un mode encore 

plus avantageux, I'antagoniste se lie a la sequence SEQ ID NO 70. 
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De maniere avantageuse I'antagoniste specifique du recepteur FGF-R4 a un KD vis a 

vis du recepteur FGF-R4 determine par la technique Biacore inferieur a 10E-8 M, 

inferieur a 5 x 10E-9M, inferieur a 2 x 10E-9M ou inferieur a 1 x 10E-9M. 

5 Dans un mode de realisation avantageux I'antagoniste specifique du recepteur FGF-

R4 est actif a la fois contre FGF-R4 humain et FGF-R4 murin. 

Dans un autre mode de realisation avantageux I'antagoniste specifique du recepteur 

FGF-R4 est actif a la fois contre FGF-R4 humain, FGF-R4 murin et FGF-R4 de rat. 

10 Dans un mode de realisation avantageux, I'anticorps antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 comprend au moins un CDR presentant une sequence identique a 

SEQ ID NO : 9, 10, 11, 12, 13, 14, 73, 74, 75, 78, 79, 80, 83, 84, 85, 88, 89, 90, 93, 

94, 95, 98, 99, 100, 103, 104, 105, 108, 109 ou 110 ou au moins un CDR dont la 

sequence differe de un a deux acides amines par rapport aux sequences SEQ ID NO 

15 9, 10, 11, 12, 13, 14, 73, 74, 75, 78, 79, 80, 83, 84, 85, 88, 89, 90, 93, 94, 95, 98, 99, 

100, 103, 104, 105, 108, 109 ou 110, pour autant que I'anticorps garde sa specificite 

de liaison. 

Dans un mode de realisation particulierement avantageux, I'anticorps antagoniste 

specifique du recepteur FGF-R4 comprend les CDR de sequence SEQ ID NO : 9, 10, 

20 11, 12, 13, 14, 73, 74, 75, 78, 79, 80, 83, 84, 85, 88, 89, 90, 93, 94, 95, 98, 99, 100, 

103, 104, 105, 108, 109 ou 110 ou des CDR dont les sequences different de un a 

deux acides amines par rapport - respectivement - aux sequences sus-citees, pour 

autant que cela ne modifie pas la specificite de liaison de I'anticorps au recepteur 

FGF-R4. 

25 Dans un mode de realisation avantageux, les anticorps de I'invention comprennent au 

moins une chaine lourde et au moins une chaine legere, ladite chaine lourde 

comprenant trois sequences CDR ayant des sequences en acides amines 

selectionnees dans le groupe consistant en SEQ ID NO : 9, 10 et 11 ou 73, 74 et 75, 

83, 84 et 85, ou 93, 94 et 95, ou 103, 104 et 105 ladite chaine legere comprenant trois 

30 sequences CDR ayant des sequences en acides amines selectionnees dans le 

groupe consistant en SEQ ID NO : 12, 13 et 14 ou 78, 79 et 80, ou 88, 89 et 90, ou 

98, 99 et 100, ou 108, 109 et 110. 
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Dans un mode de realisation avantageux les parties variables de la chaine lourde de 

I'anticorps antagoniste specifique du recepteur FGF-R4 comprennent une sequence 

presentant au moins 80%, 90%, 95% ou 99% d'identite avec la sequence SEQ ID 

NO: 6, 77, 87,97 ou 107. 

5 Dans un mode de realisation avantageux les parties variables de la chaine legere de 

I'anticorps antagoniste specifique du recepteur FGF-R4 comprennent une sequence 

presentant au moins 80%, 90%, 95% ou 99% d'identite avec la sequence SEQ ID 

NO : 8, 72, 82, 92 ou 102. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps antagoniste specifique du 

10 recepteur FGF-R4 comprenant une chaine lourde comprenant une partie variable 

codee par une sequence nucleotidique presentant une identite d'au moins 80%, 90%, 

95% ou 99% avec la sequence SEQ ID NO : 5, 76, 86, 96 ou 106. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 comprenant une chaine legere comprenant une partie variable 

15 codee par une sequence nucleotidique presentant une identite d'au moins 80%, 90%, 

95% ou 99% avec la sequence SEQ ID NO 7, 71, 81, 91 ou 101. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 comprenant une chaine lourde comprenant une partie variable de 

sequence polypeptidique SEQ ID NO : 6, 77, 87, 97 ou 107. 

20 La presente invention a egalement pour objet un anticorps antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 comprenant une chaine legere comprenant une partie variable de 

sequence polypeptidique SEQ ID NO : 8, 72, 82, 92 ou 102. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 comprenant des sequences codees par les sequences 

25 nucleotidiques SEQ ID NO : 5 et 7 ou 71 et 76, ou 81 et 86, ou 91 et 96, ou 101 et 

106. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 comprenant les sequences polypeptidiques SEQ ID NO : 6 et 8, ou 

72 et 77, ou 82 et 87, ou 92 et 97 ou 102 et 107. 

30 Dans un mode de realisation avantageux I'anticorps antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 comprend des sequences identiques au moins a 80%, 90%, 95% 

ou 99% aux SEQ ID NO : 2 et/ou SEQ ID NO : 4 ; ou SEQ ID NO : 72 et/ou SEQ ID 

NO : 77 ; ou SEQ ID NO : 82 et/ou SEQ ID NO : 87 ; ou SEQ ID NO : 92 et/ou SEQ 

ID NO : 97 ; ou SEQ ID NO : 102 et/ou SEQ ID NO : 107. 
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Dans un mode de realisation particulierement avantageux, I'anticorps antagoniste 

specifique du recepteur FGF-R4 comprend une chaine lourde codee par une 

sequence nucleotidique identique au moins a 80%, 90%, 95% ou 99% a la sequence 

5 SEQ ID NO 1. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps antagoniste du recepteur 

FGF-R4 comprenant une chaine lourde de sequence polypeptidique identique au 

moins a 80%, 90%, 95% ou 99% a la sequence SEQ ID NO 2. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps antagoniste specifique du 

10 recepteur FGF-R4 comprenant une chaine legere codee par une sequence 

nucleotidique identique au moins a 80%, 90%, 95% ou 99% a la sequence SEQ ID 

NO 3. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 comprenant une chaine legere de sequence polypeptidique 

15 identique au moins a 80%, 90%, 95% ou 99% a la sequence SEQ ID NO 4. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 comprenant les sequences codees par les sequences 

nucleotidiques SEQ ID NO : 1 et 3. 

Dans un mode encore plus avantageux, I'anticorps antagoniste specifique de FGF-R4 

20 comprend une chaine lourde comprenant la sequence SEQ ID NO 2 et une chaine 

legere comprenant la sequence SEQ ID NO 4. 

L'anticorps compose d'une chaine lourde de sequence SEQ ID NO 2 et d'une 

sequence legere SEQ ID NO 4 sera appele 40-12 dans la suite de la demande. 

25 

Dans un mode de realisation de I'invention les anticorps specifiques de FGF-R4 sont 

actifs a la fois contre FGF-R4 humain, FGF-R4 murin et FGF-R4 de rat. 

Dans un mode de realisation avantageux, I'antagoniste specifique du recepteur FGF-

30 R4 induit une inhibition des voies cellulaires AKT/p38. 

Dans un mode de realisation avantageux, I'antagoniste specifique du recepteur FGF-

R4 induit une inhibition des voies cellulaires Erk1/2. 

Dans un mode de realisation avantageux, I'antagoniste specifique du recepteur FGF-

R4 induit une inhibition des voies signalisation cellulaire controlees par FGF-.R4 
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Dans un autre mode de realisation avantageux I'antagoniste specifique du recepteur 

FGF-R4 induit une inhibition de la proliferation cellulaire tumorale. 

Dans encore un autre mode de realisation avantageux antagoniste specifique du 

5 recepteur FGF-R4 induit une inhibition de I'angiogenese. 

Dans un autre mode de realisation particulierement avantageux, I'antagoniste 

specifique du recepteur FGF-R4 presente une affinite pour FGF-R4 10 fois superieure 

a son affinite pour les autres recepteurs a FGF. 

10 

Dans un mode de realisation particulierement avantageux, I'anticorps selon I'invention 

est un anticorps humanise antagoniste specifique du recepteur FGF-R4. 

Dans un mode de realisation I'anticorps humanise antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 comprend une chaTne legere dont la partie variable est codee par 

15 une sequence nucleotidique identique au moins a 80%, 90%, 95% ou 99% a la 

sequence SEQ ID NO 29 ou a la sequence SEQ ID NO 31. 

Dans un autre mode de realisation I'anticorps humanise antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 comprend une chaTne legere dont la partie variable est identique 

au moins a 80%, 90%, 95% ou 99% a la sequence SEQ ID NO 30 ou a la sequence 

20 SEQ ID NO 32. 

Dans un autre mode de realisation I'anticorps humanise antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 comprend une chaTne legere dont la partie variable est codee par 

une sequence identique a la sequence nucleotidique SEQ ID NO 29 ou a la sequence 

SEQ ID NO : 31. 

25 La presente invention a egalement pour objet un anticorps humanise antagoniste 

specifique du recepteur FGF-R4 comprenant une chaTne lourde dont la partie variable 

est codee par une sequence identique au moins a 80%, 90%, 95% ou 99% a la 

sequence SEQ ID NO 33, a la sequence SEQ ID NO 35 ou a la sequence SEQ ID 

NO 37. 

30 La presente invention a egalement pour objet un anticorps humanise antagoniste 

specifique du recepteur FGF-R4 comprenant une chaTne lourde dont la partie variable 

est identique au moins a 80%, 90%, 95% ou 99% a la sequence SEQ ID NO 34, a la 

sequence SEQ ID NO 36 ou a la sequence SEQ ID NO 38. 
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La presente invention a egalement pour objet un anticorps humanise antagoniste 

specifique du recepteur FGF-R4 comprenant une chaTne lourde codee par une 

sequence nucleotidique SEQ ID NO 33 et/ou SEQ ID NO : 35 et/ou SEQ ID NO : 37. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps humanise antagoniste 

5 specifique du recepteur FGF-R4 dont les sequences humanisees de sequence SEQ 

ID NO : 30 ou 32 sont utilisees en combinaison avec les sequences humanisees de 

sequence SEQ ID NO : 34, 36 ou 38. 

Dans un autre mode de realisation, I'anticorps antagoniste specifique du recepteur 

FGF-R4 comprend les CDR de sequence SEQ ID NO : 73, 74, 75, 78, 79 et 80 ou 

10 des CDR dont les sequences different de un a deux acides amines par rapport -

respectivement - aux sequences suscitees, pour autant que cela ne modifie pas la 

specificite de liaison de I'anticorps au recepteur FGF-R4. 

Dans un autre mode de realisation, I'anticorps antagoniste specifique du recepteur 

FGF-R4 comprend les CDR de sequence SEQ ID NO : 83, 84, 85, 88, 89 et 90 ou 

15 des CDR dont les sequences different de un a deux acides amines par rapport -

respectivement - aux sequences suscitees, pour autant que cela ne modifie pas la 

specificite de liaison de I'anticorps au recepteur FGF-R4. 

Dans un autre mode de realisation, I'anticorps antagoniste specifique du recepteur 

FGF-R4 comprend les CDR de sequence SEQ ID NO : 93, 94, 95, 98, 99 et 100 ou 

20 des CDR dont les sequences different de un a deux acides amines par rapport -

respectivement - aux sequences suscitees, pour autant que cela ne modifie pas la 

specificite de liaison de I'anticorps au recepteur FGF-R4. 

Dans un autre mode de realisation, I'anticorps antagoniste specifique du recepteur 

FGF-R4 comprend les CDR de sequence SEQ ID NO : 103, 104, 105, 108, 109 et 

25 110 ou des CDR dont les sequences different de un a deux acides amines par rapport 

- respectivement - aux sequences suscitees, pour autant que cela ne modifie pas la 

specificite de liaison de I'anticorps au recepteur FGF-R4. 

Dans un mode de mise en oeuvre prefere de I'invention, I'anticorps antagoniste 

specifique du recepteur FGF-R4 comprend les CDR de sequence SEQ ID NO : 83, 

30 84, 85, 88, 89 et 90. 

Dans un mode de realisation avantageux, I'anticorps antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 est un anticorps humain dont les parties variables de la chaTne 
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lourde comprennent une sequence nucleotidique presentant au moins 80%, 90%, 

95% ou 99% d'identite avec la sequence SEQ ID NO : 76, 86, 96 ou 106. 

Dans un mode de realisation avantageux, I'anticorps antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 est un anticorps humain dont les parties variables de la chaTne 

5 legere comprennent une sequence nucleotidique presentant au moins 80%, 90%, 

95% ou 99% d'identite avec la sequence SEQ ID NO : 71, 81, 91 ou 101. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps humain antagoniste 

specifique du recepteur FGF-R4 comprenant une chaTne lourde comprenant une 

partie variable codee par une sequence proteique presentant une identite d'au moins 

10 80%, 90%, 95% ou 99% avec la sequence SEQ ID NO : 77, 87, 97 ou 107. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps humain antagoniste 

specifique du recepteur FGF-R4 comprenant une chaTne legere comprenant une 

partie variable codee par une sequence proteique presentant une identite d'au moins 

80%, 90%, 95% ou 99% avec la sequence SEQ ID NO : 72, 82, 92 ou 102. 

15 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps humain antagoniste 

specifique du recepteur FGF-R4 comprenant des sequences codees par les 

sequences nucleotidiques SEQ ID NO : 71 et 76 ou les sequences nucleotidiques 

SEQ ID NO : 81 et 86 ou les sequences nucleotidiques SEQ ID NO : 91 et 96 ou les 

20 sequences nucleotidiques SEQ ID NO : 101 et 106. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps humain antagoniste 

specifique du recepteur FGF-R4 comprenant les sequences polypeptidiques SEQ ID 

NO : 72 et 77 ou les sequences polypeptidiques SEQ ID NO : 82 et 87 ou les 

sequences polypeptidiques SEQ ID NO : 92 et 97 ou les sequences polypeptidiques 

25 SEQ ID NO : 102 et 107. 

Dans un mode de realisation avantageux, I'anticorps antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 comprend des sequences identiques au moins a 80%, 90%, 95% 

ou 99% aux SEQ ID NO : 72 et/ou SEQ ID NO : 77. 

30 Dans un autre mode de realisation avantageux, I'anticorps humain antagoniste 

specifique du recepteur FGF-R4 comprend des sequences identiques au moins a 

80%, 90%, 95% ou 99% aux SEQ ID NO : 82 et/ou SEQ ID NO : 87. 
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Dans un autre mode de realisation avantageux, I'anticorps humain antagoniste 

specifique du recepteur FGF-R4 comprend des sequences identiques au moins a 

80%, 90%, 95% ou 99% aux SEQ ID NO : 92 et/ou SEQ ID NO : 97. 

Dans un autre mode de realisation avantageux, I'anticorps humain antagoniste 

5 specifique du recepteur FGF-R4 comprend des sequences identiques au moins a 

80%, 90%, 95% ou 99% aux SEQ ID NO : 102 et/ou SEQ ID NO : 107. 

Dans un mode de realisation prefere, la presente invention a pour objet un anticorps 

antagoniste humain specifique du recepteur FGF-R4 comprenant une chaTne legere 

10 codee par une sequence nucleotidique identique au moins a 80%, 90%, 95% ou 99% 

a la sequence SEQ ID NO 82 et comprenant une chaTne legere de sequence 

polypeptidique identique au moins a 80%, 90%, 95% ou 99% a la sequence SEQ ID 

NO 87. 

De maniere encore plus preferee, la presente invention a pour objet un anticorps 

15 humain antagoniste specifique du recepteur FGF-R4 comprenant les sequences 

codees par les sequences nucleotidiques SEQ ID NO : 82 et 87. 

L'anticorps compose d'une chaTne lourde de sequence SEQ ID NO 77 et d'une 

sequence legere SEQ ID NO 72 sera appele clone 8 dans la suite de la demande. 

20 L'anticorps compose d'une chaTne lourde de sequence SEQ ID NO 87 et d'une 

sequence legere SEQ ID NO 82 sera appele clone 31 dans la suite de la demande. 

L'anticorps compose d'une chaTne lourde de sequence SEQ ID NO 97 et d'une 

sequence legere SEQ ID NO 92 sera appele clone 33 dans la suite de la demande. 

L'anticorps compose d'une chaTne lourde de sequence SEQ ID NO 107 et d'une 

25 sequence legere SEQ ID NO 102 sera appele clone 36 dans la suite de la demande. 

Le champ de la presente invention ne se limite pas aux anticorps comprenant ces 

sequences. En effet, tous les anticorps qui se lient de maniere specifique a FGF-R4 

en ayant une action antagoniste sur ce recepteur, rentrent dans le champ de la 

30 presente invention. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 conjugue a un agent cytotoxique. 
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La presente invention a pour objet I'utilisation d'un antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 dans le traitement des maladies associees a I'angiogenese. 

La presente invention a pour objet I'utilisation d'un antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 dans le traitement d'un cancer. 

5 La presente invention a pour objet I'utilisation d'un antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 dans le traitement des hepatocarcinomes ou de tout autre type de 

cancer hepatique. 

La presente invention a pour objet I'utilisation d'un antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 dans le traitement du cancer du pancreas. 

10 La presente invention a pour objet un anticorps specifique du recepteur FGF-R4 utile 

a la fois dans le traitement des maladies associees a I'angiogenese et dans le 

traitement des hepatocarcinomes ou de tout autre type de cancer hepatique. 

La presente invention a pour objet un anticorps specifique du recepteur FGF-R4 utile 

a la fois dans le traitement des maladies associees a I'angiogenese, dans le 

15 traitement des hepatocarcinomes ou de tout autre type de cancer hepatique, dans le 

traitement du cancer du pancreas, des organes du tractus gastro-intestinal ou tout 

autre organe exprimant FGF-R4. 

La presente invention a pour objet une composition pharmaceutique comprenant un 

20 antagoniste specifique du recepteur FGF-R4 et des excipients. 

La presente invention a pour objet une methode de traitement d'un cancer 

comprenant I'administration au patient d'un anticorps antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4. 

25 La presente invention a pour objet une methode de traitement d'une maladie associee 

a une augmentation pathologique de I'angiogenese comprenant I'administration au 

patient d'un anticorps antagoniste specifique du recepteur FGF-R4. 

La presente invention a pour objet un precede de selection d'un anticorps monoclonal 

30 antagoniste specifique du recepteur FGF-R4, comprenant les etapes suivantes : 

a. immunisation chez la souris 

b. prelevement de nodules lymphatiques chez les souris, et 

c. criblage des surnageants d'hybridomes 
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La presente invention a pour objet une lignee cellulaire produisant des anticorps 

antagonistes specifiques du recepteur FGF-R4. 

La presente invention a pour objet un precede de production d'un anticorps 

5 antagoniste specifique du recepteur FGF-R4 comprenant la mise en culture d'une 

lignee cellulaire produisant des anticorps antagonistes du recepteur FGF-R4. 

La presente invention a pour objet un medicament comprenant un antagoniste 

specifique du recepteur FGF-R4. 

10 

La presente invention a egalement pour objet un polynucleotide codant pour un 

polypeptide selectionne dans le groupe constitue des SEQ ID NOS : 2, 4, 6, 8,9, 10, 

11, 12, 13, 14, 30, 32, 34, 36, 38, 72, 73, 74, 75, 77, 78, 79, 80, 82, 83, 84, 85, 87, 88, 

89, 90, 92, 93, 94, 95, 97, 98, 99, 100, 102, 103, 104, 105, 107, 108, 109, 110 et des 

15 sequences identique au moins a 80%, 90%, 95% ou 99% a I'une de ces sequences. 

La presente invention a pour objet un vecteur recombinant comprenant un 

polynucleotide tel que decrit ci dessus ou codant pour un polypeptide tel que decrit ci 

dessus. 

20 

Afin de permettre I'expression de chaTnes lourdes et/ou chaTnes legeres de l'anticorps 

antagoniste du recepteur FGF-R4, objet de I'invention, les polynucleotides codant 

pour lesdites chaines sont inseres dans des vecteurs d'expression. Ces vecteurs 

d'expression peuvent etre des plasmides, des YACs, des cosmides, des retrovirus, 

25 des episomes derives d'EBV, et tous les vecteurs que I'homme du metier peut juger 

appropries a I'expression desdites chaines. 

La presente invention a pour objet une cellule hote comprenant un vecteur 

recombinant tel que decrit ci-dessus. 

30 

Description detaillee de I'invention 
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La presente invention a pour objet I'utilisation d'anticorps diriges specifiquement 

contre FGF-R4 (sans reaction croisee avec FGF-R1, R2 ou R3) pour I'inhibition de 

I'angiogenese et de la croissance tumorale. 

5 De fagon inattendue, les inventeurs ont montre que le FGF-R4 joue un role actif et 

specifique dans le controle de I'angiogenese. 

Cette fonction du FGF-R4 n'avait jamais ete montree ou proposee auparavant. Par 

consequent, ce recepteur peut etre utilise en tant que cible pour traiter les pathologies 

10 presentant un dysfonctionnement angiogenique. Les ligands du FGF-R4 capables de 

moduler son activite sont done des agents therapeutiques potentiels pour de 

nombreuses pathologies liees a I'angiogenese. 

La presente invention peut done etre utilisee dans le traitement de toutes les 

15 pathologies impliquant une deregulation de I'angiogenese et necessitant une inhibition 

de celle-ci. Les pathologies visees peuvent etre le cancer, avec I'utilisation des 

antagonistes selon I'invention comme inhibiteurs de I'angiogenese tumorale, ou les 

pathologies pour lesquelles une deregulation de I'angiogenese est decrite comme : la 

degenerescence maculaire liee a I'age ou DMLA, les maladies inflammatoires comme 

20 I'arthrite rhumatoide, I'osteoarthrite, les colites, les ulceres ou toute maladie 

inflammatoire des intestins, ratherosclerose ou encore dans le traitement de I'obesite. 

L'utilisation de ces anticorps est aussi illustree dans I'inhibition de la croissance 

tumorale. Les antagonistes selon la presente invention peuvent done etre utilises pour 

le traitement de certains cancers impliquant une deregulation du FGF-R4, et plus 

25 particulierement les cancers du foie, du colon, du sein, du poumon, de la prostate, du 

pancreas, de la peau ou de I'oesophage. 

Un des avantages majeurs des antagonistes selon la presente invention est de cibler 

specifiquement un recepteur aux FGF, en I'occurrence FGF-R4. Cette specificite 

30 permet de limiter les effets indesirables que peuvent avoir des petites molecules 

chimiques inhibitrices du domaine tyrosine kinase. De plus, le FGF-R4 n'etant pas 

exprime de maniere ubiquitaire, mais etant notamment exprime sur les cellules 

endothelials comme sur les cellules hepatocytaires, biliaires, mammaires, 

prostatiques, ovariennes, pancreatiques, renales, on dispose d'un mode de traitement 
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des maladies liees a une deregulation de I'activite FGF-R4 limitant les effets 

secondaires. 

Par «antagoniste», on entend tout ligand capable de diminuer ou d'inhiber 

5 totalement I'activite du FGF-R4. Ce compose antagoniste est aussi appele inhibiteur 

de FGF-R4. 

Cet antagoniste peut-etre tout ligand de FGF-R4 tel qu'une molecule chimique, une 

proteine recombinante, un oligosaccharide, un polysaccharide, un oligonucleotide ou 

10 un anticorps capable de se lier de maniere specifique au recepteur FGF-R4, a 

I'exclusion de tout autre FGFR. 

Un objet de I'invention est done un antagoniste specifique de FGF-R4. Selon 

I'invention, un antagoniste qui se lie specifiquement au FGF-R4 s'entend d'un ligand 

15 qui ne se lie aux autres recepteurs aux FGF a savoir FGF-R1, FGF-R2 ou FGF-R3. 

En particulier, un anticorps specifique de FGF-R4 est un anticorps qui ne presente 

pas de reaction croisee avec FGF-R1, FGF-R2 ou FGF-R3. 

Une liaison specifique s'entend d'une difference d'un facteur au moins 10 entre 

I'intensite de la liaison a un recepteur par rapport a un autre, ici entre la liaison a FGF-

20 R4 et les liaisons possibles a FGF-R1, FGF-R2 ou FGF-R3. 

Dans un mode de realisation de I'invention, le ligand de FGF-R4 est un 

oligosaccharide ou un polysaccharide. 

Un oligosaccharide s'entend de tout polymere de saccharide contenant de trois a dix 

25 unites de sucres simples. II existe des oligosaccharides naturels, comme par exemple 

les fructo-oligosaccharides (FOS), et des oligosaccharides de synthese comme par 

exemple les anti-thrombotiques mimetiques de I'heparine. 

Par «polysaccharide», on entend tout polymere constitue de plus de dix 

monosaccharides lies entre eux par des liaisons glycosidiques. II existe des 

30 polysaccharides naturels, comme par exemple les mucopolysaccharides, les 

fucoides, les carraghenanes, les exopolyssacharides bacteriens et des 

polysaccharides de synthese. Ainsi, des fucoidanes de bas poids moleculaires ou des 

exopolysaccharides tres sulfates ont montre des activites pro-angiogene (Chabut et 

al., Mol Pharmacol., 2003, 64:696-702 ; Matou et al., Biochem Pharmacol., 2005, 
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69:751-9.). A I'inverse, des oligosaccharides faiblement sulfates derives de I'heparine 

ou des phosphomannopentose sulfate peuvent presenter des caracteristiques anti-

angiogenes (Parish et al., 1999, 15:3433-41 ; Casu et al., J Med Chem., 2004, 

12:838-48) 

5 

Dans un mode de realisation de I'invention, le ligand de FGF-R4 est un anticorps. 

Par « anticorps », on entend tout type d'anticorps ou molecules derives tels que les 

anticorps polyclonaux et monoclonaux. Parmi les molecules derivees des anticorps 

10 monoclonaux, sont compris les anticorps humanises, les anticorps humains, les 

anticorps multispecifiques, les anticorps chimeriques, les fragments d'anticorps, les 

nanobodies... 

Dans un mode de realisation de I'invention, I'antagoniste specifique de FGF-R4 est un 

15 anticorps polyclonal. 

Un « anticorps polyclonal » est un anticorps qui a ete produit parmi un melange 

d'anticorps provenant de plusieurs clones de lymphocytes B et reconnaissant une 

serie d'epitopes differents. 

20 Dans un mode de realisation avantageux, I'antagoniste specifique de FGF-R4 est un 

anticorps monoclonal. 

Un « anticorps monoclonal » est un anticorps obtenu a partir d'une population 

d'anticorps substantiellement homogene issue d'un seul type de lymphocytes B 

amplifiee de maniere clonale. Les anticorps formant cette population sont identiques 

25 excepte pour de possibles mutations naturelles pouvant etre presentes en quantite 

tres faible. Ces anticorps sont diriges contre un seul epitope et sont done hautement 

specifiques. 

Par « epitope » on entend le site de I'antigene auquel se lie l'anticorps. Si I'antigene 

30 est un polymere, tel une proteine ou un polysaccharide, I'epitope peut etre forme par 

des residus contigus ou non-contigus. 

Dans un mode de realisation avantageux de I'invention, l'anticorps antagoniste anti-

FGF-R4 se lie a un epitope appartenant au domaine D2-D3 du recepteur au FGF-R4. 
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Dans un mode encore plus avantageux, l'anticorps se lie a un epitope compris dans le 

domaine comprenant les acides amines 144 a 365 du recepteur au FGF-R4. 

Dans un mode encore plus avantageux, l'anticorps se lie a un epitope compris dans le 

domaine D2 du recepteur au FGF-R4, cet epitope correspondant aux acides amines 

5 145 a 242 decrits dans la sequence SEQ ID NO 70. 

Un anticorps, aussi appele immunoglobuline, est compose de deux chaTnes lourdes 

identiques (« VH ») et de deux chaTnes legeres identiques (« VL ») qui sont liees par 

un pont disulfure. Chaque chaTne contient une region constante et une region 

10 variable. Chaque region variable comprend trois segments appeles «regions 

determinant la complementarite » (« CDRs ») ou « regions hypervariables », qui sont 

principalement responsables de la liaison a I'epitope d'un antigene. 

Le terme «VH» fait reference aux regions variables d'une chaTne lourde 

15 d'immunoglobuline d'un anticorps, incluant les chaTnes lourdes d'un fragment Fv, 

scFv, dsFv, Fab, Fab' ou F(ab)'. 

Le terme «VL» fait reference aux regions variables d'une chaTne legere 

d'immunoglobuline d'un anticorps, incluant les chaTnes legeres d'un fragment Fv, 

20 scFv, dsFv, Fab, Fab' ou F(ab)'. 

Par «fragment d'anticorps » on entend toute partie de celui-ci: Fab (Fragment 

antigen binding), Fv, scFv (single chain Fv), Fc (Fragment cristallisable). De 

preference, ces fragments fonctionnels seront des fragments de type Fv, scFv, Fab, 

25 F(ab') 2, Fab', scFv-Fc ou diabodies, qui possedent generalement la meme specificite 

de fixation que l'anticorps monoclonal, chimerique ou humanise dont ils sont issus. 

Selon la presente invention, des fragments d'anticorps de I'invention peuvent etre 

obtenus a partir des anticorps monoclonaux, chimeriques ou humanises, par des 

methodes telles que la digestion par des enzymes, comme la pepsine ou la papaine 

30 et/ou par clivage des ponts disulfures par reduction chimique. 

Par « regions CDR ou CDRs », on entend designer les regions hypervariables des 

chaTnes lourdes et legeres des immunoglobulines comme definies par Kabat et al. 

(Kabat et al., Sequences of proteins of immunological interest, 5t" Ed., U.S. 
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Department of Health and Human Services, NIH, 1991, and later editions). II existe 3 

CDRs de chaTne lourde et 3 CDRs de chaTne legere. Le terme CDR ou CDRs est 

utilise ici pour designer suivant les cas, I'une de ces regions ou plusieurs, voire 

I'ensemble, de ces regions qui contiennent la majorite des residus d'acides amines 

5 responsables de la liaison affine de l'anticorps pour I'antigene ou I'epitope qu'il 

reconnaTt. Les regions les plus conservees des domaines variables sont appeles 

regions ou sequences FR pour« framework » ou regions « charpentes ». 

Dans un autre mode de realisation de I'invention, I'antagoniste specifique de FGF-R4 

10 est un anticorps chimerique. 

Par « anticorps chimerique » on entend un anticorps dans lequel la region constante, 

ou une portion de celle-ci, est alteree, remplacee ou echangee, telle que la region 

variable est liee a une region constante d'une espece differente, ou appartient a une 

15 autre classe ou sous-classe d'anticorps. 

On entend egalement par « anticorps chimerique » un anticorps dans lequel la region 

variable, ou une portion de celle-ci, est alteree, remplacee ou echangee, telle que la 

region constante est liee a une region variable d'une espece differente, ou appartient 

a une autre classe ou sous-classe d'anticorps. 

20 Les methodes de production d'anticorps chimeriques sont connues de I'homme du 

metier. Voir par exemple, Morrison, 1985, Science, 229 :1202 ; Oi et al., 1986, Bio 

Techniques, 4 :214 ; Gillies et al., 1989, J. Immunol. Methods, 125 :191-202 ; U.S. 

Pat. Nos. 5,807,715 ; 4,816,567 ; and 4,816,397. 

25 Ces versions chimeriques de l'anticorps peuvent consister en la fusion des parties 

variables VL et VH aux parties constantes de Ckappa et CH (lgG1) d'origine humaine 

afin de generer un anticorps monoclonal chimere. 

La partie CH (lgG1) peut aussi etre modifiee par des mutations ponctuelles afin 

d'augmenter I'affinite du fragment Fc pour le recepteur FcYRIIIa et par la meme 

30 augmenter les fonctions effectrices de l'anticorps (Lazar et al., 2006, Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA 103 : 4005-4010 ; Stavenhagen et al., 2007, Cancer Res. 67 : 8882-8890). 

La presente invention inclut les versions humanisees des anticorps. 
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Par « anticorps humanise » on entend un anticorps qui contient principalement des 

sequences immunoglobuline humaines. Ce terme fait generalement reference a une 

immunoglobuline non humaine qui a ete modifiees par incorporation de sequences 

humaines ou de residus trouves dans des sequences humaines. 

5 

En general, les anticorps humanises comprennent un ou typiquement deux domaines 

variables dans lesquels tout ou partie des regions CDR correspondent a des parties 

issues de la sequence parente non humaine et dans lesquels tout ou partie des 

regions FR sont ceux issus d'une sequence immunoglobuline humaine L'anticorps 

10 humanise peut alors comprendre au moins une portion d'une region constante 

d'immunoglobuline (Fc), en particulier celle de I'immunoglobuline humaine de 

reference choisie. 

On cherche ainsi a obtenir un anticorps qui soit immunogene a minima chez un 

humain. Ainsi il est possible qu'un ou deux acides amines d'un ou plusieurs CDRs 

15 soient modifies par un acide amine moins immunogene pour I'hote humain, ceci sans 

reduire substantiellement la specificite de liaison de l'anticorps au FGF-R4,. De 

meme, les residus des regions charpentes peuvent ne pas etre humains et il est 

possible qu'ils ne soient pas modifies car ils ne contribuent pas au potentiel 

immunogenique de l'anticorps. 

20 

II existe plusieurs methodes d'humanisation connues de I'homme du metier pour 

modifier un anticorps parent non-humain en un anticorps moins immunogene pour 

I'humain. Une identite globale des sequences avec un anticorps humain n'est pas 

forcement necessaire. En effet I'identite globale de sequence n'est pas 

25 necessairement un indicateur predictif d'une immunogenicite reduite et la modification 

d'un nombre limite de residus peut conduire a des anticorps humanises presentant un 

potentiel immunogenique tres attenue chez I'homme (Molecular Immunology (2007) 

44, 1986-1998). 

30 Diverses methodes sont par exemple I'inclusion de CDRs (grafting) (EPO 0 239 400; 

WO 91/09967; et U.S. Pat. Nos. 5,530,101 et 5,585,089), le resurfagage (EPO 0 592 

106; EPO 0 519 596; Padlan, 1991, Molec Imm 28(4/5):489-498; Studnicka et al., 

1994, Prot Eng 7(6):805-814; et Roguska et al., 1994, PNAS 91:969-973) ou encore 

le melange des chaTnes (U.S. Pat. No. 5,565,332). 
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La presente invention concerne en particulier des anticorps humanises dont les 

parties variables sont modifiees selon la technologie suivante: 

Les chaTnes legeres et lourdes les plus similaires aux chaTnes correspondantes de 

5 l'anticorps murin anti-FGF-R4 40-12 sont identifies par comparaison a la Protein 

Data Bank (H.M. Berman, J. Westbrook, Z. Feng, G. Gilliland, T.N. Bhat, H. Weissig, 

I.N. Shindyalov, P.E. Bourne. Nucleic Acids Research, 2000, 28:235-242). 

L'alignement de sequences utilise I'algorithme BLAST (J Mol Biol. 1990 Oct 215:403-

410). II s'agit des structures tridimensionnelles repondant aux codes PDB 1NDM & 

10 1ETZ qui ont ete respectivement utilisees pour construire les modeles par homologie 

des chaTnes legeres et lourdes des domaines variables. Ces modeles 

tridimensionnels sont ensuite affines en minimisant leur energie potentielle avec la 

procedure standard implementee dans le logiciel MOE (Molecular Operating 

Environment, Chemical Computing Group, Quebec, Canada). Une simulation de 

15 dynamique moleculaire (DM) est ensuite realisee a partir de ces modeles 

tridimensionnels minimises de l'anticorps avec le logiciel Amber (D.A. Case, T.E. 

Cheatham, III, T. Darden, H. Gohlke, R. Luo, K.M. Merz, Jr., A. Onufriev, C. 

Simmerling, B. Wang and R. Woods. J. Computat. Chem. 2005, 26 :1668-1688). 

Cette simulation a lieu avec des contraintes harmoniques appliquees aux atomes du 

20 squelette proteique a une temperature de 500K pendant une duree de 1,1 

nanoseconde dans un modele de solvant implicite tel qu'implemente dans la methode 

generalisee de Born (Gallicchio & Levy, J Comput Chem 2004, 25:479-499). Dix 

conformations diverses sont ainsi extraites de cette premiere simulation a raison 

d'une conformation tridimensionnelle toutes les cent picosecondes pendant la 

25 derniere nanoseconde de la simulation. Ces dix conformations diverses sont ensuite 

chacune soumises a une simulation de dynamique moleculaire, sans contraintes sur 

le squelette proteique, a une temperature de 27 °C pendant 2,3 nanosecondes dans 

un modele de solvant implicite tel qu'implemente dans la methode generalise de Born. 

Les liaisons impliquant un atome hydrogene sont contraintes avec I'algorithme 

30 SHAKE (Barth. et al., J Comp Chem, 1995, 16:1192-1209), le pas est de 1 femto 

seconde, et la simulation a lieu selon I'equation de Langevin a volume constant et une 

temperature constante de 27°C. Pour chacune des dix simulations de dynamique 

moleculaire, les dernieres deux mille conformations, extraites a la frequence d'une par 

picoseconde, sont ensuite utilisees pour quantifier, pour chaque acide-amine de 
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l'anticorps a humaniser, la deviation des positions des atomes par rapport a une 

conformation moyenne, dite medoide, de I'acide amine. L'ensemble de I'analyse 

decrite ci-apres est realisee avec le langage de script Scientific Vector Language 

(SVL) du logiciel MOE. La conformation medoide de I'acide amine est la conformation 

5 issue de la dynamique moleculaire qui est la plus proche de la conformation moyenne 

calculee a partir de la position des atomes de toutes les conformations de I'acide 

amine. La distance utilisee pour detecter la conformation medoide est I'ecart 

quadratique moyen des distances scalaires entre les atomes de deux conformations 

de I'acide amine. De maniere similaire, la deviation des positions des atomes d'une 

10 conformation d'un acide-amine par rapport a la conformation medoide est quantifiee 

en calculant I'ecart quadratique moyen des distances scalaires entre les atomes de 

I'acide amine d'une conformation de la simulation et les memes atomes de la 

conformation medoide. Par la suite, c'est en comparant I'ecart quadratique moyen 

des positions des atomes d'un acide amine donne (i) moyenne sur l'ensemble des dix 

15 simulations de dynamique moleculaire (Fi), a I'ecart quadratique moyen des positions 

de tous les acides-amines de l'anticorps moyenne sur l'ensemble des dix simulations 

de dynamique moleculaire (Fm) que I'on decide si I'acide-amine est assez flexible 

pour etre considere comme pouvant potentiellement interagir avec les recepteurs de 

cellules T et provoquer I'activation du systeme immunitaire. Un acide-amine i est 

20 considere comme flexible s'il presente un score de flexibilite Zi au-dessus de 0,15 tel 

que defini ci-apres : Zi= (Fi - Fm)/Fm. 45 acides-amines sont ainsi identifies comme 

flexible dans le domaine variable de l'anticorps, a I'exclusion de la region determinant 

la complementarite a I'antigene (RDC) et de son environnement immediat. On definit 

I'environnement immediat de la RDC comme tout acide-amine dont le carbone alpha 

25 se situe a une distance de 5 angstroms (A) ou moins d'un carbone alpha de la RDC. 

Les mouvements des 60 acide-amines les plus flexibles de l'anticorps, pendant les 20 

nanosecondes (10x2ns) de simulation, sont ensuite compares aux mouvements des 

acide-amines correspondants de 49 modeles par homologie de sequences 

30 germinales humaines d'anticorps, pour chacun desquels les dix simulations de 

dynamique moleculaire (10x2ns) ont ete realisees selon le meme mode operatoire. 

Les 60 acide-amines les plus flexibles excluent la region determinant la 

complementarite a I'antigene (RDC) et son environnement immediat. Les 49 modeles 

humains de sequences germinales d'anticorps ont ete construits en combinant 
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systematiquement les 7 chaTnes legeres humaines les plus frequentes (vk1, vk2, vk3, 

vk4, vlambdal, vlambda2, vlambda3) et les 7 chaTnes lourdes humaines les plus 

frequentes (vh1a, vh1b, vh2, vh3, vh4, vh5, vh6) (Nucleic Acids Research, 2005, Vol. 

33, Database issue D593-D597). 

5 

La similarite de l'anticorps a humaniser aux 49 modeles de sequences humaines 

germinales est quantifiee en echantillonnant les positions de certains atomes des 60 

acides-amines flexibles d'un anticorps, au cours des dix dynamiques moleculaires, au 

moyen d'une meme grille cubique tridimensionnelle de resolution 1A. On parle de 

10 similarite quadridimensionnelle. La grille tridimensionnelle utilisee comporte 445740 

points et elle est initialisee a partir de la structure tridimensionnelle de l'anticorps 

humain repondant au code PDB 8FAB. La structure 8FAB est aussi utilisee pour 

positionner toutes les conformations d'un anticorps a echantillonner dans la grille 

tridimensionnelle. On superpose pour ce faire la conformation medoide de la 

15 dynamique moleculaire de l'anticorps sur la structure 8FAB. Cette superposition 

consiste en I'alignement des moments d'inertie des deux conformations, suivi de 

I'optimisation des distances scalaires entre les atomes de carbone alpha des deux 

conformations. Toutes les autres conformations de la dynamique moleculaire de 

l'anticorps sont superposees sur la conformation medoide selon la meme methode. 

20 Deux types d'echantillonnage sont realises resultant en deux similarites (similarite 

electrostatique et similarite lipophile), pour un couple d'anticorps a comparer, que I'on 

additionne pour obtenir la similarite totale. Le premier echantillonnage, 

electrostatique, considere tous les atomes de la chaTne laterale de I'acide-amine. La 

valeur en un point x de la grille se calcule en appliquant aux atomes de la chaTne 

25 laterale de I'acide amines une fonction gaussienne tridimensionnelle f(x) que I'on 

pondere avec la charge electrostatique de I'atome telle que decrite dans le champ de 

force Amber99 (Cieplak, J., et al.; J. Comp. Chem. 2001, 22 :1048-1057). La fonction 

f(x) est appliquee selon les 3 axes de coordonnees cartesiennes et repond a la 

formule : f(x) = (S-J2K) xexp(————), avec x et u respectivement coordonnees 

30 cartesiennes d'un point x de la grille et d'un atome echantillonne, s= r/1,6 (r = rayon 

de covalence de I'atome). L'echantillonnage est repete pour toutes les conformations 

de I'acide amine et les resultats obtenus sont moyennes en tout point x de la grille 

tridimensionnelle. Le deuxieme echantillonnage, lipophile, considere uniquement les 

atomes lipophiles de la chaTne laterale de I'acide amine. La valeur en un point x de la 
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grille se calcule a I'aide de la meme fonction gaussienne f(x) sans ponderation. Les 

deux ensembles de conformations des dynamiques moleculaires des deux anticorps 

que I'on compare sont ainsi echantillonnes par la meme grille tridimensionnelle. On 

mesure la similarite electrostatique (sim-elec), entre 2 anticorps a et b, a I'aide de la 

calculee avec la meme formule sur les donnees issues de I'echantillonnage lipophile 

decrit ci-dessus. 

Le modele de sequences germinales humaines vlambda2-vh2 montre ainsi la plus 

forte similarite quadridimensionnelle (similarite totale = 58 %) de ces 60 acide-amines 

10 flexibles par rapport aux acide-amines flexibles de l'anticorps murin 40-12. Le modele 

de sequence germinale humaine vlambda2-vh2 a done ete utilise pour humaniser 

l'anticorps a humaniser en se focalisant sur les 45 acide-amines flexibles. Pour 

determiner les mutations a operer, la structure tridimensionnelle du modele de 

l'anticorps murin 40-12 est superposee a celle du modele issu des sequences 

15 germinales montrant la plus forte similarite en optimisant les positions des carbones 

alpha des acides amines. Les acides amines identifies comme flexibles sont mutes 

par les acides amines correspondant dans la sequence du modele montrant la plus 

forte similarite. 

Les motifs de sequences indesirables consideres sont les suivants: Aspartate-Proline 

20 (liaison peptidique labile en milieu acide), Asparagine-X-Serine/Threonine (site de 

glycosylation, X=tout acide-amine sauf Proline), Aspartate-Glycine/Serine/Threonine 

(formation potentielle de succinimide/iso-aspartate dans les zones flexibles), 

Asparagine-Glycine/Histidine/Serine/Alanine/Cysteine (sites exposes de 

deamidation), Methionine (oxydation dans les zones exposees). Les sequences 

25 humanisees ainsi obtenues sont finalement comparees, au moyen de I'algorithme 

BLAST de comparaison de sequence, aux sequences de la base de donnees IEDB 

(http://www.immuneepitope.org/ The immune epitope database and analysis 

resource: from vision to blueprint. PLoS Biol. 2005 Mar;3(3):e91) pour s'assurer que 

les sequences ne contiennent pas d'epitopes connus pour etre reconnu par les 

30 cellules lymphocytes B et T. Si la sequence contient des residus qui presentent des 

sequences indesirables, elles sont alors aussi modifiees. Si la sequence composite 

445740 45740 /. \ 

L |x<a+x?|-|*f _x*|) 
5 formule suivante : sim-elec = -^- . La similarite lipophile est 
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contient un epitope connu repertories dans I'lEDB, une autre structure de reference 

germinale montrant une forte similarite est alors utilisee comme modele. 

De maniere plus avantageuse, l'anticorps selon I'invention comprend des sequences 

5 presentant au moins 80%, 90%, 95% ou 99% d'identite avec la sequence SEQ ID NO 

30 ou la sequence SEQ ID NO 32 sont utilisees, en combinaison avec les sequences 

presentant au moins 80%, 90%, 95% ou 99% d'identite avec la sequence SEQ ID NO 

34, sequence SEQ ID NO 36 ou la sequence SEQ ID NO 38. 

10 Dans un mode de realisation, l'anticorps selon I'invention comprend des chaTnes 

variables legeres de sequence SEQ ID NO 30 et des chaTnes variables lourdes de 

sequence SEQ ID NO 34. 

Dans un autre mode de realisation, l'anticorps comprend des chaTnes variables 

legeres de sequence SEQ ID NO 32 et des chaTnes variables lourdes de sequence 

15 SEQ ID NO 38. 

Dans un autre mode de realisation, l'anticorps comprend des chaTnes variables 

legeres de sequence SEQ ID NO 30 et des chaTnes variables lourdes de sequence 

SEQ ID NO 36. 

Dans un autre mode de realisation, l'anticorps comprend des chaTnes variables 

20 legeres de sequence SEQ ID NO 32 et des chaTnes variables lourdes de sequence 

SEQ ID NO 34. 

Dans un autre mode de realisation l'anticorps comprend des chaTnes variables 

legeres de sequences SEQ ID NO 32 et des chaTnes variables lourdes de sequence 

25 SEQ ID NO 36. 

Dans un autre mode de realisation l'anticorps comprend des chaTnes variables 

legeres de sequences SEQ ID NO 30 et des chaTnes variables lourdes de sequence 

SEQ ID NO 38. 

30 La presente invention a egalement pour objet des anticorps humains antagonistes 

specifiques du FGF-R4. De tels anticorps peuvent etre obtenus par phage display 

selon des methodes connus de I'homme du metier (McCafferty J. et al, 1990 ; 

Hoogenboom, HR et al, 2005 ). D'autres technologies sont disponibles pour la 



WO 2010/004204 PCT/FR2009/051343 

25 

preparation d'anticorps humains telles que la technologie XenoMouse decrite dans le 

brevet U.S. 5,939,598. 

Dans un mode de realisation particulier, l'anticorps antagoniste specifique du 

5 recepteur FGF-R4 est un anticorps humain dont les parties variables de la chaTne 

lourde comprennent une sequence presentant au moins 80%, 90%, 95% ou 99% 

d'identite avec la sequence SEQ ID NO : 76, 86, 96 ou 106. 

Dans un autre mode de realisation, l'anticorps antagoniste specifique du recepteur 

FGF-R4 est un anticorps humain dont les parties variables de la chaTne legere 

10 comprennent une sequence presentant au moins 80%, 90%, 95% ou 99% d'identite 

avec la sequence SEQ ID NO : 71, 81, 91 ou 101. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps humain antagoniste 

specifique du recepteur FGF-R4 comprenant une chaTne lourde comprenant une 

partie variable codee par une sequence nucleotidique presentant une identite d'au 

15 moins 80%, 90%, 95% ou 99% avec la sequence SEQ ID NO 77, 87, 97 ou 107. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps humain antagoniste 

specifique du recepteur FGF-R4 comprenant une chaTne legere comprenant une 

partie variable codee par une sequence nucleotidique presentant une identite d'au 

moins 80%, 90%, 95% ou 99% avec la sequence SEQ ID NO 72, 82, 92 ou 102. 

20 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps humain antagoniste 

specifique du recepteur FGF-R4 comprenant des sequences codees par les 

sequences nucleotidiques SEQ ID NO : 71 et 76 ou les sequences nucleotidiques 

SEQ ID NO : 81 et 86 ou les sequences nucleotidiques SEQ ID NO : 91 et 96 ou les 

25 sequences nucleotidiques SEQ ID NO : 101 et 106. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps humain antagoniste 

specifique du recepteur FGF-R4 comprenant les sequences polypeptidiques SEQ ID 

NO : 72 et 77 ou les sequences polypeptidiques SEQ ID NO : 82 et 87 ou les 

sequences polypeptidiques SEQ ID NO : 92 et 97 ou les sequences polypeptidiques 

30 SEQ ID NO : 102 et 107. 

De maniere particulierement preferee, un anticorps humain antagoniste specifique du 

recepteur FGF-R4 comprenant les sequences polypeptidiques SEQ ID NO : 82 et 87. 
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Les sequences en acides amines ainsi modifiees peuvent aussi etre modifiees par 

des modifications post-traductionnelles au cours de la production dans la cellule 

mammifere. En particulier I'emploi de lignees stables deficientes dans la biosynthese 

du fucose peut permettre de produire des anticorps monoclonaux dont le N-glycan du 

5 Fc (position N297) est depourvu partiellement ou totalement de fucose et permet 

d'augmenter I'effet effecteur ADCC ( Kanda et al., 2006, Biotechnol. Bioeng. 94 :680-

688 et Ripka et a/., 1986 Arch Biochem Bioph 249 : 533-545). 

Dans un autre mode de realisation de I'invention, I'antagoniste specifique de FGF-R4 

10 est un anticorps conjugue. 

Les anticorps peuvent etre conjugues a un agent cytotoxique. Le terme « agent 

cytotoxique » designe ici une substance qui reduit ou bloque la fonction, ou la 

croissance, des cellules, ou cause la destruction des cellules. 

15 Dans un mode de realisation, l'anticorps ou un fragment de liaison de celui-ci peut-

etre conjugue a un medicament, tel qu'un maytansinoide, pour former un « pro-

medicament» ayant une cytotoxicite envers les cellules exprimant I'antigene. 

L'agent cytotoxique de la presente invention peut-etre tout compose qui resulte en la 

mort d'une cellule, ou induit la mort d'une cellule, ou diminue de diverses fagons la 

20 viabilite des cellules. Les agents cytotoxiques preferes incluent, par exemple, des 

maytansinoides et analogues de maytansinoides, des taxoides, CC-1065 et 

analogues de CC-1065, dolastatine et analogue de dolastatine, definis ci-dessus. Ces 

agents cytotoxiques sont conjugues a des anticorps, fragments d'anticorps, 

equivalents fonctionnels, anticorps ameliores et leurs analogues comme decrits dans 

25 la presente demande. 

Les anticorps conjugues peuvent-etre prepares par des methodes in vitro. Afin de lier 

un medicament ou un pro-medicament a l'anticorps on utilise un groupe de liaison. 

Des groupes de liaison appropries sont bien connus de I'homme du metier et incluent 

30 notamment les groupes disulfides, les groupes thioether, les groupes acides labiles, 

les groupes photolabiles, les groupes peptidases labiles et les groupes esterase 

labiles. Des groupes de liaison preferes sont les groupes disulfides et les groupes 

thioether. Par exemple, un conjugue peut-etre construit en utilisant une reaction 
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d'echange disulfide ou en formant un pont thioether entre l'anticorps et le medicament 

ou pro-medicament. 

Des composes tels que : le methotraxetate, le daunorubicin, le vincristine, le vinblastine, 
5 le melphalan, le mitomycine C, le chlorambucil, le calichamicin, le tubulysin et les 

analogues du tubulysin, le duocarmycine et les analogues du duocarmycine, le dolastatin 
et les analogues du dolastatin sont egalement appropries pour la preparation de 
conjugues de la presente invention. Les molecules peuvent aussi etre liees aux molecules 
d'anticorps par une molecule intermediaire telle que la serum albumine. La doxorubicine 

10 et les composes de doxorubicine, comme decrits par exemple dans la demande de brevet 

US 09/740991, peuvent aussi etre des agents cytotoxiques utiles. 

Les anticorps objet de la presente invention peuvent-etre associes a une molecule ou 

un compose cytotoxique. lis peuvent aussi etre associes a un compose anti-

angiogenique agissant sur d'autres voies de I'angiogenese. 

15 

Par « cellules exprimant le FGF-R4 », on entend toute cellule eucaryote, notamment 

de mammiferes et en particulier humaine, qui exprime un recepteur FGF-R4 sous sa 

forme native, sous une forme mutee. Le FGF-R4 peut egalement etre sous sa forme 

entiere ou sous une forme tronquee comprenant par exemple le domaine extra-

20 cellulaire de FGR-R4, et en particulier les domaines D2-D3. Le FGF-R4 peut 

egalement etre recombine sous une forme chimerique. 

Les composes de I'invention peuvent etre formules dans des compositions 

pharmaceutiques en vue d'une administration par voie topique, orale, parenterale, 

25 intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, etc. 

Preferentiellement, les compositions pharmaceutiques contiennent des vehicules 

pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. II peut s'agir en 

particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure de 

sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc., ou des melanges de tels sels), 

30 steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par 

addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la 

constitution de solutes injectables. 
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Les pathologies visees peuvent etre toutes les maladies liees a I'angiogenese, 

tumorale ou non tumorale. 

Les pathologies visees peuvent etre le cancer (avec I'utilisation de I'invention comme 

inhibiteur de I'angiogenese tumorale), notamment le cancer du foie, du colon, du sein, 

5 ou du poumon, prostate, pancreas ou de la peau, ou encore des pathologies pour 

lesquelles une deregulation de I'angiogenese est decrite comme : la degenerescence 

maculaire liee a I'age ou DMLA, les maladies inflammatoires comme I'arthrite 

rhumatoide, I'osteoarthrite , les colites, les ulceres ou toute maladie inflammatoire des 

intestins, ratherosclerose ou encore dans le traitement de I'obesite. 

10 Les anticorps anti-FGF-R4 peuvent egalement etre utilises pour traiter le cancer, 

notamment les hepatocarcinomes et autres cancers hepatiques, et le cancer du 

pancreas en tant qu'inhibiteur ayant une action directement sur la croissance 

tumorale. 

15 La presente invention est illustree, sans pour autant etre limitee, par les exemples qui 

suivent. 

Description des figures 

20 Figures 1A et 1B : In vitro (Fig 1A) des cellules endothelials humaines de type 

HUVEC sont capables de former un reseau de pseudotubules appele angiogenese. 

Ce reseau est stimule par I'ajout de 1 ng/ml de FGF2. Cette induction peut etre 

egalement obtenue par I'ajout de 10 ng/ml de FGF19, ligand specifique de FGF-R4 

alors que 10 ng/ml de FGF4 (ligand non activateur de FGF-R4) ne sont pas capables 

25 de stimuler I'angiogenese. De la meme fagon, in vivo, (Fig 1B) dans un modele murin 

d'induction de I'angiogenese au niveau d'implant d'eponge sur le dos de la souris, le 

FGF2 est capable d'induire le recrutement de neo-vaisseaux fonctionnels vers 

I'eponge se caracterisant par une augmentation du contenu en hemoglobine de ces 

eponges en comparaison du controle. Le FGF19 est capable egalement d'induire 

30 cette angiogenese au niveau de I'eponge. 

Figure 2A: Carte du plasmide pXL4614 permettant I'expression de hFGFR4-Histag. 

(SEQ ID NO 40) 
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Figure 2B : Carte du plasmide pXL4613 permettant I'expression de hFGFR4-

Streptag. (SEQ ID NO 69). 

Figure 3 : Carte du plasmide pXL4615 permettant I'expression de hFGFR4(D2,D3)-

5 Histag. (SEQ ID NO 42) 

Figure 4 : Carte du plasmide pXL4621 permettant I'expression de mFGFR4-Histag. 

(SEQ ID NO 44) 

10 Figure 5 : Carte du plasmide pXL4328 permettant I'expression de hFGFR1-Fc (de 

sequence SEQ ID NO 46) 

Figure 6 : Carte du plasmide pXL4327 permettant I'expression de hFGFR2-Fc (de 

sequence SEQ ID NO 48) 

15 

Figure 7 : Des plaques ELISA sont recouvertes par les 4 recepteurs humains aux 

FGF. La capacite des anticorps anti-FGFR4 40-12 et 64-12 a reconnaitre ces 

differents FGF-Rs est mesuree par dosage ELISA. Le clone 40-12 (histogramme noir) 

est specifique de FGF-R4. Le clone 64-12 (histogramme gris) reconnait en plus tres 

20 faiblement le FGF-R3. 

Figures 8A et 8B : L'anticorps antagoniste actif 40-12 et son controle inactif 64-12 

n'ont pas d'effet propre sur I'angiogenese basale. Par contre, a la dose de 30 |jg/ml 

(200 nM environ), l'anticorps monoclonal anti-FGFR4 40-12 est capable d'inhiber 

25 I'angiogenese de cellules HUVEC induite par le FGF2 alors que l'anticorps controle 

64-12 n'en est pas capable (Fig 8A). 

Du FGF2 marque a I'aide d'un AlexaFluor® 488 nm est capable de se lier au FGF-R4 

exprime par des cellules 300-19 (histogramme blanc). Cette interaction peut etre 

dissociee par du FGF2 non marque (histogrammes noirs) ou par l'anticorps anti-

30 FGFR4 40-12 (histogrammes gris fences) alors que l'anticorps temoins 64-12 n'en 

n'est pas capable (histogrammes gris clairs) (Fig 8B). 

Figure 8C et 8D : Effet des anticorps anti-FGFR4 issus des clones 8, 31, 33 et 36 a 

10|Jg/mI sur I'angiogenese in vitro induite par 3 ng/ml de FGF-2. Les clones 8 (Fig 8C) 
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et 31, 33 et 36 (Fig 8D) inhibent I'angiogenese de cellules HUVEC induite par le 

FGF-2. 

Figures 9A et 9B : Des cellules d'hepatocarcinomes humains Hep3b sont stimulees 

5 par du FGF19 a 30 ng/ml. Cette stimulation induit une signalisation cellulaire 

specifique de FGF-R4 aboutissant a la synthese des proteines cFos et JunB et a la 

phosphorylation de Erk1/2 observe par Western-blot (Fig 9A). Chaque bande est alors 

quantifiee. Cette quantification est representee sous forme d'histogramme (Fig 9B). 

L'anticorps 40-12 a 100 jjg/ml inhibe totalement induction de la signalisation 

10 cellulaire specifique de FGF-R4 alors que l'anticorps controle n'a aucun effet. En effet, 

l'anticorps 40-12 bloque completement la synthese de JunB et de cFos ainsi que la 

phosphorylation de Erk1/2 induite par le FGF19 apres une simulation de 3h. 

Figure 9C : L'effet inhibiteur de l'anticorps anti-FGFR4 40-12 sur la phosphorylation 

15 de Erk1/2 induite dans les cellules Hep3b par le FGF-19 (30 ng/ml) est confirmee a 

I'aide de I'ELISA anti-phosphoERk1/2. L'anticorps 40-12 est aussi capable d'inhiber la 

phosphorylation de Erk1/2 dans les cellules Hep3b stimulees par du FGF-2 (1 ng/ml) 

ou par du serum (SVF) a 10%. 

20 Figure 9D : Pourcentage d'inhibition de la phosphorylation de Erk1/2 induite par le 

FGF-19 (30ng/ml) obtenue par ELISA sur cellules Hep3b a I'aide des anticorps issus 

des clones 8, 31, 33 et 36. 

Figures 10Aet 10B : La proliferation de cellules Hep3b peut etre stimulee par I'ajout 

25 de serum (Fig 10A) ou de FGF19 (Fig 10B). L'induction par le serum est partiellement 

inhibee par l'anticorps 40-12 a 100 jjg/ml alors que l'anticorps controle n'a pas d'effet 

(Fig 10A). La proliferation induite par le FGF19 est totalement bloquee par 10 jjg/ml 

d'anticorps anti-FGFR4 40-12 alors qu'a cette meme dose, l'anticorps controle n'en 

n'est pas capable (Fig 10B). 

30 

Figures 11A a 11D : L'anticorps anti-FGFR4 40-12 est capable de reduire le 

developpement de tumeurs pancreatriques dans un modele murin RipTag en inhibant 

I'angiogenese tumorale : Le modele Rip1-Tag2 est un modele murin ou des souris 

transgeniques expriment I'antigene T du SV40 dans les cellules 3 des ilots du 

35 pancreas produisant I'insuline (Hanahan D. Nature, 1985, 9-15:115-22.). Cet antigene 
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T est exprime au cours du developpement embryonnaire du pancreas jusqu'a 4 a 5 

semaines de vie, sans effet apparent. Une partie des ilots pancreatiques exprimant 

I'antigene T progresse alors pendant les 5 semaines suivantes vers la formation 

d'ilots angiogeniques associes a une activation de la vasculature puis vers le 

5 developpement de petites tumeurs de type adenome. Quelques semaines plus tard 

quelques adenomes se developpent pour former des carcinomes invasifs (Fig.11 A). 

Ces souris Rip1-Tag2 sont traitees par voie sous-cutanee une fois par semaine entre 

les semaines 10 et 13 a la dose de 25 mg/kg a I'aide de l'anticorps 40-12 ou de 

l'anticorps controle. Apres 13 semaines, les souris sont sacrifices. Le volume tumoral 

10 ainsi que le nombre de tumeurs par pancreas et la densite vasculaire sont 

determines. Le traitement par l'anticorps anti-FGFR4 40-12 permet de reduire 

significativement le volume tumoral de 55% alors que l'anticorps temoins ne presente 

aucun effet (Fig. 11B). L'anticorps 40-12 permet egalement de reduire de 34% le 

nombre de tumeurs par pancreas en comparaison du temoin (Fig. 11C). Cette 

15 reduction du volume tumoral est accompagnee par une reduction de la densite 

vasculaire, que ce soit au niveau du nombre de vaisseaux petits, moyens ou larges 

(Fig. 11D). 

Figure 12 : La capacite des anticorps 40-12 et 64-12 a reconnaitre le domaine 

20 extracellulaire complet du FGF-R4 humain ou murin ainsi que le domaine 

extracellulaire du FGF-R4 ampute de son domaine D1 est mesure par ELISA. Le 

clone 40-12 est capable de se lier aussi bien avec les 3 constructions de FGF-R4 

alors que le clone 64-12 reconnait moins bien la forme murine du FGF-R4. 

25 Figure 13A a 13C : L'effet antagoniste de l'anticorps anti-FGFR4 clone 40-12 sur la 

liaison FGF2/FGF-R4 est mesure par des experiences de competition de liaison avec 

du FGF2 marque a I'aide d'un AlexaFluor® 488 nm. Le clone 40-12 est capable de 

bloquer la liaison du FGF2 humain (Fig. 13A) , murin (Fig. 13B) et de rat (Fig. 13C) 

sur des cellules 300-19 murines transferees a I'aide d'ADNc codant pour les formes 

30 humaines, murines ou de rat du recepteur FGF-R4, et ce, avec la meme efficacite 

(3500, 4110 et 3940 ng/ml soit 23, 27 et 26 nM pour les complexes humains, murins 

ou de rat respectivement). 

Figure 14A : Carte du plasmide pXL4794 permettant I'expression de hFGFR4_D1 : Fc 
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Figure 14B : Sequence en acides amines de la proteine hFGFR4_D1 : Fc secretee 

dans la lignee HEK293 transfectee avec le plasmide pXL4794 

5 Figure 15A : Carte du plasmide pXL4796 permettant I'expression de hFGFR4_D2 : Fc 

Figure 15B : Sequence en acides amines de la proteine hFGFR4_D2 : Fc secretee 

dans la lignee HEK293 transfectee avec le plasmide pXL4796 

10 Figure 16A: Carte du plasmide pXL4799 permettant I'expression de hFGFR4_D3 : 

Fc. 

Figure 16B : Sequence en acides amines de la proteine hFGFR4_D3 : Fc secretee 

dans la lignee HEK293 transfectee avec le plasmide pXL4799 

15 

EXEMPLES: 

Exemple 1 : Mise en evidence du role de FGF-R4 dans le controle de 
20 I'angiogenese 

Afin de demontrer le role de FGF-R4 dans le controle de I'angiogenese, des 

experiences d'angiogenese in vitro ont ete realisees avec des cellules endotheliales 

humaines de type HUVEC stimulees avec plusieurs FGF. Le FGF2, ligand activateur 

de la plupart des recepteurs aux FGF. Le FGF19, ligand activateur specifique de 

25 FGF-R4 et le FGF4 ligand non activateur de FGF-R4. 

Pour ce faire, des gels ont ete prepares en distribuant dans chaque puits de 

chamberslide (Biocoat Cellware collagen, Type I, 8-well culturesides : Becton 

dickinson 354630), 160|jl de matrigel dilue au 1/6 (Growth factor reduced Matrigel : 

Becton dickinson 356230) dans du collagene (rat Tail collagene, type I : Becton 

30 dickinson 354236). Les gels sont maintenus pendant 1 heure a 37°C pour permettre 

leur polymerisation. Ensuite, les cellules endotheliales veineuses humaines (HUVEC 

ref : C-12200 - Promocell) ont ete ensemencees a 15.103 cellules/puits dans 400 |jl 

de milieu EBM (Clonetics C3121) + 2 % FBS + hEGF 10|jg/ml. Ce protocole peut etre 

adapte a des plaques 96 puits : 60|jl par puits de plaques 96 puits (Biocoat collagenl 
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cellware, Becton Dickinson 354407). La matrice est preparee en melangeant 1/3 de 

matrigel, 1mg/ml final de collagene, NaOH (0.026x le volume de collagene en |jl), 

PBS 1x, le volume est ensuite ajuste par de I'eau. Les cellules endotheliales sont 

stimulees avec 1 ng/ml de FGF2 (R&D, 133-FB-025) ou 10 ng/ml de FGF4 (R&D, 

5 235-F4-025) ou de FGF19 (R&D, 969-FG-025) pendant 24h a 37°c en presence de 

5 % de C02. Apres 24 heures, la longueur du reseau de microtubules formes est 

mesuree a I'aide d'un systeme d'analyse d'images assiste par ordinateur (Imagenia 

Biocom, Courtaboeuf, France) et la longueur totale des pseudo-tubules dans chaque 

puits est determinee. La moyenne de la longueur totale du reseau de microcapillaire 

10 est calculee en |jm pour chaque condition correspondant a la moyenne sur 6 

replicats. 

La stimulation par du FGF2 ou du FGF19 permet I'induction de la formation de 

nouveaux tubules alors que le FGF4 n'a pas d'effet (Fig. 1A). Ces resultats montrent 

que I'activation specifique de FGF-R4 permet d'induire la formation de neo-vaisseaux 

15 et done de conclure que FGF-R4 controle I'angiogenese in vitro. 

La correlation in vivo avec les donnees in vitro a ete obtenue a I'aide du modele 

d'induction de I'angiogenese in vivo dans des implants de cellulose chez la souris. Ce 

modele est une adaptation du modele decrit par Andrade et al. (Microvascular 

20 Research, 1997, 54, 253-61). 

Les animaux, souris blanches BALB/c J consanguines sont anesthesiees avec un 

melange Xylazine (Rompun®, 10mg/kg)/ Ketamine (Imalgene 1000, 100mg/kg) par 

voie intra peritoneale. Le dos de I'animal est rase et desinfecte a I'Hexomedine®. Une 

poche d'air est creee en sous cutane sur le dos de la souris par injection de 5 ml d'air 

25 sterile. Une incision d'environ 2 cm, sur le haut du dos de I'animal est realisee afin 

d'introduire un implant de cellulose sterile (disque de 1 cm de diametre, 2 mm 

d'epaisseur, Cellspon® ref 0501) impregne avec 50 |jl de solution sterile contenant la 

proteine ou le produit a tester. L'incision est ensuite suturee et nettoyee a 

I'Hexomedine®. Les jours suivants la pose de I'implant, les souris ont regu dans 

30 I'implant la proteine ou le produit par une injection a travers la peau 

(50 |jl/implant/jour) sous anesthesie gazeuse (Isoflurane a 5 % (Aerrane®, Baxter). 

Sept jours apres la pose de I'eponge, les souris sont sacrifices par une dose letale de 

Pentobarbital sodique (CEVA sante animale), administree par voie intra-peritoneale. 

La peau est ensuite decoupee, environ 1 cm autour de I'eponge en evitant la cicatrice 
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afin de degager la peau et I'eponge. L'eponge est ensuite decoupee en plusieurs 

morceaux et placee dans un tube Ribolyser® contenant 1 ml de tampon de lyse (Cell 

Death Detection ELISA, Roche). Les tubes sont agites 4 fois consecutives, durant 

20 sec, force 4, au broyeur cellulaire (FastPrep® FP 120). Les tubes sont ensuite 

5 centrifuges 10 min a 2000 g a 20°C et les surnageants sont congeles a -20°C en 

attendant le dosage Hemoglobine. 

Le jour du dosage, les tubes sont a nouveau centrifuges apres decongelation et la 

concentration d'hemoglobine est mesuree avec le reactif de Drabkin (Sigma, volume 

a volume) par lecture au spectrophotometre a 405 nm contre une gamme etalon 

10 d'hemoglobine bovine (Sigma). La concentration d'hemoglobine dans chaque 

echantillon est exprimee en mg/ml d'apres la regression polynomiale realisee a partir 

de la gamme. Les resultats sont exprimes en valeur moyenne (± sem) pour chaque 

groupe. Les differences entre les groupes sont testees avec une ANOVA suivie d'un 

test de Dunnett sur la racine carree des valeurs. 

15 Dans ce modele, le FGF19 a 50 ng par site et 5 re-injections est capable d'induire 

significativement la colonisation de I'eponge par des vaisseaux matures nouvellement 

formes avec la meme efficacite que le FGF2 a 5 ng par site. La presence de 

vaisseaux sanguins fonctionnels dans I'eponge est mise en evidence par la presence 

d'hemoglobine (Fig. 1B). Ces resultats montrent que I'activation specifique de FGF-

20 R4 permet le recrutement de vaisseaux sanguins fonctionnels indiquant que FGF-R4 

controle egalement I'angiogenese in vivo. 

Exemple 2 : Description des proteines FGFR utilisees comme immunogene et 
antigene. 

25 Des recepteurs aux facteurs de croissance FGFR et en particulier leurs domaines 

extracellulaires des FGF-R1, FGF-R2, FGF-R3, FGF-R4 sont fusionnes a un tag 

(Histag) ou au domaine Fc d'immunoglobuline. 

Le cDNA codant pour le domaine extracellulaire de FGF-R4 humain, correspond a la 

proteine decrite dans SwissProt FGF-R4_HUMAN position 1-365 avec la mutation 

30 L136P. II a ete clone dans le vecteur d'expression eucaryote pXL4614 represente sur 

la figure 2 afin d'exprimer une proteine contenant un Histag en position C-terminale 

dans le domaine extracellulaire. 

Les proteines nommees hFGFR4-Histag, de sequence SEQ ID NO 40 ont ete 

produites par transfection transitoire dans la lignee HEK293 EBNA (Invitrogen) a 
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I'aide du plasmide pXL4614 et des plasmides accessoires pXL4544 et pXL4551 

permettant I'expression de deux enzymes de glycosylation des N-glycans, i.e. la a-

2,3-sialyltransferase et la 3-1,4-galactosyltransferase comme cela a ete decrit dans la 

demande W02008/065543. 

5 

La proteine hFGFR4-Histag exprimee dans le surnageant de culture des cellules 

HEK293 EBNA a ete purifiee par chromatographie sur colonne sepharose Ni-

chelating (Amersham Biosciences; ref. 17-0575-01) et elution en tampon imidazole 

puis formulee en tampon PBS (Invitrogen ; ref. 14190-094). L'analyse de la 

10 composition en monosaccharides et la quantification des acides sialiques des N-

glycans comme decrit par Saddic et al. 2002. (Methods Mol. Biol. 194:23-36 and 

Anumula et al. 1998. Glycobiology 8:685-694) ont permis de demontrer que la proteine 

etait tres largement sialylee (91 %). Par consequent la proteine avait toutes les 

caracteristiques pour avoir des proprietes pharmacocinetiques suffisantes. 

15 De fagon comparable la proteine hFGFR4-Streptag (SEQ ID NO 69) a ete purifiee par 

chromatographie sur colonne Strep-Tactin Superflow (IBA ; ref. 2-1206) et elution en 

tampon desthiobiotine puis formulee en tampon PBS. 

La proteine hFGFR4(D2,D3)-Histag correspond a la sequence SEQ ID NO 42. Le 

20 cDNA a ete clone dans le plasmide d'expression eucaryote pXL4615 represente sur 

la figure 3 et la proteine a ete produite et purifiee dans des conditions comparables a 

la proteine hFGFR4-Histag. 

Le cDNA codant pour la proteine mFGFR4-Histag (SEQ ID NO 43) a ete clone dans 

le plasmide d'expression eucaryote pXL4621 represente sur la figure 4 et la proteine 

25 a ete produite et purifiee dans des conditions comparables a la proteine hFGFR4-

Histag. 

La proteine hFGFR1-Fc, (SEQ ID NO 46) contient le domaine extracellulaire de FGF-

R1 I lie humain fusionne en C-terminal au domaine Fc de I'lgGI humain. Le cDNA a 

30 ete clone dans le plasmide d'expression eucaryote pXL4728 represente sur la figure 5 

et la proteine a ete produite dans des conditions comparables a la proteine hFGFR4-

Histag puis purifiee par chromatographie sur colonne d'affinite Sepharose proteine G 

(Amersham Biosciences) et elution en tampon 100 mM glycine/HCI pH 2,7 puis 

formulee en tampon PBS. 
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La proteine hFGFR2-Fc, de sequence SEQ ID NO 48, contient le domaine 

extracellulaire de FGF-R2 I lie humain fusionne en C-terminal au domaine Fc de I'lgGI 

humain. Le cDNA a ete clone dans le plasmide d'expression eucaryote pXL4327 

representee sur la figure 6 et la proteine a ete produite puis purifiee dans des 

5 conditions comparables a la proteine hFGFR1-Fc. 

La proteine hFGFR3-Fc est une proteine fusionnant le domaine extracellulaire de 

FGF-R3 IIle humain au domaine Fc de I'lgGI humain a ete obtenue de R&D System 

(ref: 760-FR). 

La proteine hFGFR4-Fc est une proteine fusionnant le domaine extracellulaire de 

10 FGF-R4 humain au domaine Fc de I'lgGI humain a ete obtenue de R&D Systems 

(ref: 685-FR). 

Differents sous-domaines de la partie extracellulaire de proteine hFGFR4 ont ete 

fusionnes au domaine Fc de I'lgGI humain. Le sous-domaine D1 est contenu dans la 

15 construction SABVA4794 (SEQ ID NO 112 et Fig 14A et 14B). Le sous-domaine D2 

est contenu dans la construction SABVA4796 (SEQ ID NO 114 t Fig 15A et 15B). Le 

sous-domaine D3 est contenu dans la construction SABVA4799 (SEQ ID NO 116 et 

Fig 16A et 16B). Ces trois sous-domaines s'etendent respectivement des positions 1 

a 179 pour SABVA4794, 1 a 32 plus 145 a 242 pour le SABVA4796 et 1 a 32 plus 

20 228 a 360 pour le SABVA4799 (positions decrites dans SwissProt FGF-R4_HUMAN). 

Ces proteines ont ete produites a partir des plasmides pXL4794 (sequence codante 

SEQ ID NO 111), pXL4796 (sequence codante SEQ ID NO 113) et pXL4799 

(sequence codante SEQ ID NO 115) dans des conditions comparables a la proteine 

FGFR1-Fc . 

25 

Exemple 3 : Generation et criblage des anticorps monoclonaux anti-FGF-R4 

A - Anticorps obtenus par immunisation 

Les anticorps monoclonaux ont ete obtenus par immunisation avec I'immunogene 

30 hFGFR4-Histag chez cinq souris BALB/cJ (Charles River), agees de 6 a 8 semaines 

immunisees avec chacune un total de 24 |jg de hFGFR4-Histag par la methode 

RIMMS decrite par Kilpatrick et al. (1997. Hybridoma 16 : 381389) et le protocole de 

fusion decrit dans ClonaCell™- HY Hybridoma Cloning Kit (StemCell Technologies ; 

ref 03800). 
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Deux jours apres la derniere injection, les souris ont ete sacrifices et les nodules 

lymphatiques ont ete fusionnes avec les cellules de myelome P3X63-AG8.653 

(ATCC, CRL-1580) dans un rapport 5:1 en presence de Polyethylene Glycol 

(ClonaCellTM-HY ref. 03806). La suspension cellulaire a ete repartie aseptiquement 

5 dans des boites de Petri incubees a 37°C en presence de 5 % C02. Les colonies 

apparues apres 12 jours d'incubation ont ete isolees et mises en culture dans du 

milieu E (ClonaCellTM-HY; ref. 03805) dans des boites 96 puits. 

Le criblage primaire d'anticorps monoclonaux obtenus par immunisation avec 

hFGFR4-Histag a ete realise par dosage ELISA en utilisant comme antigene de 

10 capture hFGFR4 -Streptag. L'antigene de capture a ete fixe sur des boites Immulon-

4 enzyme-linked (VWR Scientific Inc. Swedesboro, NJ). Les surnageants de culture 

d'hybridomes ont ensuite ete ajoutes puis detectes grace a l'anticorps de lapin anti-

souris IgG conjugue a la peroxidase (Sigma; ref. A9044-dilution au 1:50000). La 

revelation a ete realisee avec le substrat TMB-H202 (Interchim ; ref UP664780) et les 

15 mesures avec le lecteurde plaques a 450 nm. Parmi les 444 hybridomes testes, 129 

etaient positifs par dosage ELISA avec I'antigene hFGFR4-Streptag dont 120 

hybridomes etaient aussi positifs avec la proteine dimere hFGFR4-Fc. 

Un criblage secondaire a ete realise pour selectionner uniquement les anticorps 

20 specifiques au FGF-R4 par dosage ELISA en utilisant comme antigene de capture la 

proteine hFGFR4-Streptag, puis avec les proteines hFGFR1-Fc, hFGFR2-Fc et 

hFGFR3-Fc decrites dans I'exemple 2. L'antigene de capture a ete fixe sur des boites 

lmmulon-4 enzyme-linked (VWR Scientific Inc. Swedesboro, NJ). Les surnageants de 

culture d'hybridomes ont ensuite ete ajoutes puis detectes grace a l'anticorps de lapin 

25 anti-souris IgG conjugue a la peroxidase (Sigma ; ref. A9044-dilution au 1:50000). La 

revelation a ete realisee avec le substrat TMB-H202 (Interchim ; ref UP664780) et les 

mesures avec le lecteur de plaques a 450 nm. 

Parmi les 129 hybridomes testes positifs par dosage ELISA avec l'antigene, 84 

hybridomes etaient positifs avec hFGFR4-Streptag et n'avaient pas d'affinite ni pour 

30 hFGFR1-Fc, ni pour hFGFR2-Fc ni pour hFGFR3-Fc. En fonction de leur croissance 

et de leur morphologie, 39 hybridomes ont ete conserves. Leur isotype a ete 

determine a I'aide du kit SEROTEC (ref. MMT1); 95 % etaient des lgG1. 

Un criblage tertiaire a ete realise sur un test de proliferation de cellules modifiees 

Baf/3, induite par FGF2 afin de caracteriser I'inhibition par les anticorps anti-FGFR4. 
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Les hybridomes murins exprimant les anticorps anti-FGFR4 antagonistes ont ete 

clones par dilution-limite. A partir des cellules d'hybridomes cultivees en phase 

exponentielle, la sequence codante (cDNA) a ete determinee apres extraction de 

5 I'ARNm a I'aide du kit Oligotex (Qiagen ; ref 72022); obtention et amplification du 

cDNA par la methode RACE-RT avec le kit Gene Racer, la reverse transcriptase 

superscript III (Invitrogen ; ref L1500) et les amorces (primers) decrites dans le 

tableau 2 ci-dessous ; amplification des fragments cDNA a I'aide de la polymerase 

Phusion (Finnzymes ; ref. F-530S), les amorces (primers) et les conditions de 

10 temperature decrites dans le tableau 2. Les fragments amplifies contenant les parties 

codantes pour VH (partie variable de la chaTne lourde HC) ou VL (partie variable de la 

chaTne legere LC) ont ete clones dans le vecteur pGEM-T Easy de Promega ; ref 

A137A), les inserts des plasmides obtenus ont ete sequences, de sorte que la 

sequence codante de chaque domaine variable ait ete analysee dans les sens 5'-3' et 

15 3'-5' sur au moins 6 plasmides correspondant aux anticorps anti-FGFR4 40-12 et anti-

FGFR4 64-12. Les analyses de sequence, contigs et alignements ont ete realisees a 

I'aide du logiciel disponible sur Vector NTI (Invitrogen). 

Les plasmides contenant les sequences consensus codant pour les parties variables 

20 des anticorps anti-FGFR4 ont ete conserves. Le plasmide pXL4691 contient la 

sequence codant pour la VH de sequence SEQ ID NO 5 de l'anticorps anti-FGFR4 

40-12, et le plasmide pXL4693 contient la sequence codant pour la VH de sequence 

SEQ ID NO 19 de l'anticorps anti-FGFR4 64-12 comme presente dans le tableau 2 ci-

dessous. 

25 Le plasmide pXL4690 contient la sequence nucleotidique SEQ ID NO 7 codant pour 

la VL de sequence SEQ ID NO 8 de l'anticorps anti-FGFR4 40-12, et le plasmide 

pXL4692 contient la sequence nucleotidique SEQ ID NO 21 codant pour la VL de 

sequence SEQ ID NO 22 de l'anticorps anti-FGFR4 64-12 comme presente dans le 

tableau 2 ci-dessous. 

30 

Tableau 2 - Conditions operatoires et analyse des reactions de transcriptase reverse 

et PCR -Identification des plasmides pXL4690 a pXL4693. 
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Anti-FGFR4 40-12 64-12 

Reaction RT 

Temperature 

Primers 

55°C 

SEQ ID NO 64 (HC) 

SEQ ID NO 65 (LC) 

55°C 

SEQ ID NO 64 (HC) 

SEQ ID NO 66 & SEQ ID NO 

67 LC) 

Primer 5'-GeneRacer 

(SEQ ID NO 63) 

5'-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3' 

Primer 3'- interne au 

hinge murin (SEQ ID 

NO 64) 

5'-TATGCAAGGCTTACAACCACA-3' 

Primer 3'- interne au CK 

murin (SEQ ID NO 65) 

5'-CTCATTCCTGTT 

GAAGCTCTT GAC-3' 

Primers 3'- internes a 

CX murin 

(SEQ ID NO 66 et 

SEQ ID NO 67) 

5'- ACACTCAGCACGGG 

ACAAACTCTTCTC-3' 

5'- ACACTCTGCAGGAG 

ACAGACTCI I I I C-3' 

PCRde HC: 

Temperature 

Primers 

55°C 

SEQ ID NO 63-SEQ ID 

NO 64 

55°C 

SEQ ID NO 63-SEQ ID NO 

64 

Sequence des produits 

PCR clones (VH) 

9 clones ont la meme 

sequence VH et une 

sequence CH1 identique a 

celle du mCH1-

6 clones ont la meme 

sequence VH et une sequence 

CH1 identique a celle du 

mCH1 

Plasmide contenant VH pXL4691 pXL4693 

PCR de LC : 

Temperature 

Primers 

55°C 

SEQ ID NO 63-SEQ ID 

NO 65 

55°C 

SEQ ID NO 63-SEQ ID NO 

66 &67 

Sequence des produits 

PCR clones (VL) 

11 clones ont la meme 

sequence VL et une 

sequence CK identique a 

mCK 

6 clones ont la meme 

sequence VL et une sequence 

CA identique a mCA 

Plasmide contenant VL pXL4690 pXL4692 
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Les sequences en acides amines des parties variables legeres et lourdes 

respectivement des anticorps anti-FGFR4 64-12 et anti-FGFR4 40-12 sont 

differentes. Les numeros des sequences utilisees, obtenues et deduites sont 

5 indiques dans le tableau 7. 

Les anticorps 40-12 et 64-12 ont ete produits en flasques T500. Le surnageant de 

culture a ete recolte apres 7 jours. Les anticorps anti-FGFR4 ont ete purifies par 

affinite sur proteine G puis dialyses contre du PBS filtres steriles et conserves a 4°C. 

10 Les anticorps antagonistes purifies ont un KD de 6.5 x 10"9 M (anti-FGFR4 40-

12) et 5.75 10"8 M (anti-FGFR4 64-12). 

B - Anticorps selectionne a I'aide de la methode phage display 

Le criblage primaire d'anticorps monoclonaux obtenus par phage display avec 

15 hFGFR4-Histag a ete realise par dosage ELISA en utilisant comme antigene de 

capture hFGFR4-Histag. L'antigene de capture a ete fixe sur des boites lmmulon-2 

enzyme-linked (VWR Scientific Inc. Swedesboro, NJ). Les surnageants de culture d'E. 

coli infectees par les phages ont ensuite ete ajoutes puis detectes grace a l'anticorps 

de souris antiM13 conjugue a la peroxidase (GE Healthcare ; ref. 27-9421-01, dilution 

20 au 1:5000). La revelation a ete realisee avec le substrat TMB-H202 (Interchim ; ref 

UP664780) et les mesures de densite optique (O.D.) effectuees a 450 nm. 

Un criblage secondaire a ete realise pour selectionner uniquement les anticorps 

specifiques au FGF-R4 par dosage ELISA en utilisant comme antigene de capture la 

proteine hFGFR4-Histag, puis avec les proteines hFGFR1-Fc, hFGFR2-Fc et 

25 hFGFR3-Fc decrites dans I'exemple 2. L'antigene de capture a ete fixe sur des boites 

lmmulon-2 enzyme-linked (VWR Scientific Inc. Swedesboro, NJ). Les surnageants de 

culture d'E. coli infectees par les phages ont ensuite ete ajoutes puis detectes grace a 

l'anticorps de souris antiM13 conjugue a la peroxidase (GE Healthcare ; ref. 27-9421-

01, dilution au 1:5000). La revelation a ete realisee avec le substrat TMB-H202 

30 (Interchim ; ref UP664780) et les mesures de densite optique (O.D.) effectuees a 

450 nm. 

Les clones specifiques au FGF-R4 selectionnes ont ete sequences et reclones dans 

un vecteur d'expression pour transfection transitoire de cellules HEK293. 
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Pour cela, dans une premiere etape, les regions codant le Fab, c'est a dire la chaTne 

legere de l'anticorps, un site de liaison de ribosome bacterien, et la region variable de 

la chaTne lourde de l'anticorps, sont extraites du phagemide par restriction et inserees 

dans un plasmide d'expression d'lgG pour cellules de mammiferes, en aval d'une 

5 sequence signal d'anticorps eucaryote et en amont de la region constante d'une 

chaTne lourde d'lgGI humaine. Dans une seconde etape, la region contenant le site 

de liaison du ribosome bacterien et le peptide signal bacterien de la chaTne lourde est 

echangee contre une sequence IRES et une sequence signal eucaryote. Les IgG sont 

exprimees par transfection transitoire de cellules HEK293. Ce processus est decrit en 

10 detail dans T. Jostock et al., Journal of Immunological Methods 289 (2004) 65-80 

Un exemple de sequence de region constante d'lgGI humaine qui peut etre utilisee 

dans la presente invention est la sequence SEQ ID NO 117. 

Un criblage tertiaire a ete realise sur un test de proliferation de cellules modifiees 

15 Baf/3, induite par FGF2 et decrite dans I'exemple 4 afin de caracteriser I'inhibition par 

les anticorps anti-FGFR4 en utilisant les surnageants de cultures de cellules HEK293 

transferees transitoirement par les vecteurs d'expression des anticorps. Ce criblage 

a permis d'identifier les anticorps des clones 8, 31, 33 et 36. Les sequences 

correspondantes sont decrites dans le tableau 7. 

20 

Exemple 4 : Etablissement de la lignee clonale murine BaF/3 FGF-R4-hMpl et 
protocole de proliferation cellulaire 

La partie extracellulaire et transmembranaire du FGF-R4 a ete clonee en fusion 

25 traductionnelle avec le domaine intracellulaire du hMpI dans un vecteur pEF6/V5-His 

A mute afin d'obtenir la presence en 5' du tag HA devant le recepteur chimere FGF-

R4-hMpl. 

Construction du pEF6A mute 

30 Le vecteur pEF6/V5-His A (Invitrogen, reference V961-20) a ete ameliore afin 

d'integrer le MCS (multi Clonage Sites) associe au tag HA place sous le peptide 

signal de I'lgGk du pDisplay (Invitrogen, reference V660-20). Pour se faire, le MCS 

associe au tag HA et a son peptide signal ont ete amplifies par PCR entre les 

amorces sens de sequence SEQ ID NO : 51 et reverse de sequence SEQ ID NO : 52 
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permettant d'inserer les sites de restriction Kpnl en 5' et Xbal en 3'. Le fragment PCR 

a ete digere par les enzymes Kpnl et Xbal puis clone dans le vecteur pEF6/V5-His A 

ouverts par les memes enzymes. Enfin, le premier site BamHI du MCS a ete 

remplace par le site BsrGI en digerant vecteur nouvellement forme par les enzymes 

5 Kpnl et Spel et en inserant entre ces sites les amorces de sequences SEQ ID NO : 53 

et SEQ ID NO : 54 hybridees entre elles et contenant le site enzymatique BsrGI. Le 

vecteur obtenu a ete nomme : pEF6mut-HA. 

Construction du vecteur pEF6mut-HA-FGF-R4-hMpl 

10 Le domaine intracellular du Mpl a ete amplifie dans un vecteur pEF6/V5-His TOPO 

(Invitrogen, reference K9610-20) entre les amorces sens de sequence SEQ ID NO : 

55 permettant I'insertion du site de digestion Sacl et reverse de sequence SEQ ID 

NO : 56 appelee communement revBGH. Les fragments PCR generes ont ensuite ete 

digeres par les enzymes Sacl et Notl. 

15 Le domaine extracellulaire et transmembranaire du FGF-R4 a ete amplifie a I'aide du 

couple d'amorces (sens : sequence SEQ ID NO : 57 ; reverse : sequence SEQ ID 

NO : 58). Ces amorces permettent I'insertion des sites enzymatiques BamHI en 5' et 

Sacl en 3'. Le fragment PCR obtenu a alors ete digere par les enzymes BamHI et 

Sacl. 

20 Les amplifications d'ADN codant pour le hMpI et pour le FGF-R4 ont ensuite ete 

donees simultanement dans le vecteur pEF6mut-HA ouvert BamHI - Notl. La 

construction qui en resulte a ete nommee « pEF6mut-HA FGF-R4alllc-hMpl2 ». Cette 

construction a ensuite ete amelioree par mutagenese dirigee afin de changer le 

domaine transmembranaire du FGF-R4 (sequence proteique SEQ ID NO : 59) pour la 

25 sequence SEQ ID NO : 60. Pour se faire, le kit "QuickChange® Site-directed 

mutagenesis kit" (Clontech, reference 200518) a ete utilise avec les amorces sens de 

sequence SEQ ID NO : 61 et reverse de sequence SEQ ID NO : 62. La nouvelle 

construction chimere obtenue a ete appelee pEF6mut-HA FGF-R4alllcmut-hMpl2. 

30 Creation d'une lignee stable par transfection de la lignee murine BaF/3 avec la 

construction FGF- R4alllcmut-hMpl2: 

La construction « pEF6mut-HA FGF-R4alllcmut-hMpl2 » a ete introduite de fagon 

stable par electroporation dans le genome des cellules murines BaF/3. La lignee 
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obtenue a ete selectionnee en presence de FGF2 a 20 ng/ml (R&D, reference 234-

FSE-025) et d'heparine a 100 ng/ml (Sigma, reference H3149). La lignee transfectee 

et selectionnee est alors de type clonal. 

5 Protocole de proliferation cellulaire avec la lignee cellulaire BaF/3 FGFR4-hMpl : 

Les cellules BaF/3 FGFR4-hMpl ont ete cultivees et entretenues dans du milieu 

RPMI 1640 (Invitrogen ; ref. 32404-014) complet (10 % SVF (Hyclone; ref. 

SH30070.03), Glutamine a 2mM, MEM Non Essential Amino Acid 1x (Gibco, ref 

11140-035), MEM Sodium Pyruvate 1x (Gibco, ref 11360-039)) , supplements en 

10 FGF2 a 20ng/ml (R&D System, ref 234-FSE) et heparine a 3ng/ml (Sigma, ref 

H3149).. La veille, les cellules sont ensemencees a 0.4 106 cellules/ml dans du milieu 

RPMI 1640 complet supplements en FGF2 a 20ng/ml et en heparine a 3ng/ml. Le 

lendemain, 50|jl de suspension cellulaire BaF/3 FGFR4-hMpl dans du milieu RPMI 

1640 complet supplements en FGF2 a 20ng/ml et en heparine a 3ng/ml a 0.2 106 

15 cellules/ml ont ete dispenses en plaque 96 puits (Porvair, ref 214006) suivi de 50|jl de 

surnageant d'hybridome contenant l'anticorps a tester. Les plaques ont ensuite ete 

placees a 37°C, 5 % C02 pendant 24 a 30 h. Pour la lecture de la proliferation 

cellulaire, la quantite d'ATP a ete quantifiee par I'ajout de 100 |jl de Cell Titer Glo 

Luminesent Cell Viability Assay (Promega, ref G7571) et la luminescence a ete lue a 

20 I'aide d'un luminometre. 

Les clones presentant dans ce test un signal 50 % plus faible que celui du milieu 

RPMI 1640 complet contenant les additifs FGF2 a 20 ng/ml et heparine a 3 ng/ml ont 

ete retenus. 

25 Lorsque les anticorps anti-FGFR4, specifiques de FGF-R4 ont ete incubes avec les 

cellules Baf/3-FGFR4-hMpl et avec les additifs suivants FGF2 a 20 ng/ml et I'heparine 

a 3 ng/ml, un effet antagoniste sur la proliferation cellulaire a ete observe. Parmi les 

39 hybridomes testes, 14 sont capable d'inhiber la proliferation cellulaire, induite par 

le FGF, des cellules Baf/3-FGFR4-hMpl en presence de FGF2. 

30 II a ete montre par ELISA (Fig 12) que les anticorps anti-FGFR4 antagonistes 40-12 

et 64-12 etaient affins pour les proteines murines mFGFR4 et humaines hFGFR4 (D2, 

D3). 
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Enfin un dernier criblage a ete realise par Surface Plasmon Resonance (BIAcore 

2000) pour determiner les constantes d'affinite des anticorps anti-FGFR4. 

L'interaction entre la proteine FGF-R4 et l'anticorps anti-FGFR4 present dans le 

surnageant de culture de I'hybridome a ete analysee apres avoir fixe l'anticorps anti-

5 FGFR4 a un anticorps anti-Fc lui-meme fixe sur la chips CM. Les mesures de 

cinetiques sont realisees selon le protocole de Canziani et al 2004. Anal. Biochem. 

325 : 301-307. 

Deux anticorps parmi ceux ayant des constantes d'affinite de 10"8 a 10"9 M et des 

vitesses de dissociation de 10"3 a 10"5 s"1 ont ete selectionnes. Les caracteristiques de 

10 ces anticorps sont decrites dans le tableau 1 ci-dessous. 

La methode de reference utilisee pour la determination du KD est le Surface Plasmon 

Resonance (BIAcore). 

15 Tableau 1A: Constantes d'affinite et d'association/dissociation des anticorps anti-

FGFR4 antagonistes purifies 40-12 et 64-12 

Anti-FGFR4 kon(M-1.S"1) k0ff(s"1) KD(M) 

40-12 1.94E+05 1.26E-03 6.50E-09 

64-12 1.05E+04 6.02E-04 5.75E-08 

20 Tableau 1B : Parametres cinetiques de liaison des anticorps anti-FGFR4 8, 31, 33 et 

36 mesures par Surface Plasmon Resonance (BIAcore 3000): 

sur h-FGFR4-Histag sur m-FGFR4-Histag 

Kon (M~V) Koff (s1) KD (M) Kon (M"V) Koff (s1) KD (M) 

Clone 8 8,93E+05 2.92E-04 3,27E-10 1.20E+06 1,36E-04 1,15E-10 

Clone 31 6,48E+05 9.80E-04 1,52E-09 9,14E+05 1,80E-03 1,97E-09 

Clone 33 8,05E+05 6,17E-04 7,71E-10 1.01E+06 7,04E-04 6,92E-10 

Clone 36 2,44E+05 6,31 E-04 2,62E-09 3,30E+05 7,52E-04 2,28E-09 
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Exemple 5 : Specificite des anticorps anti-FGFR4 

A- Specificite de l'anticorps anti-FGFR4 40-12 pour le FGF-R4 

La specificite de chaque anticorps est etablie par ELISA selon le protocole decrit dans 

5 I'exemple 4. De cette fagon, on observe la capacite de chaque anticorps a se lier a 

chaque FGF-R. Cette experience montre clairement que l'anticorps 40-12 ne 

reconnait que FGF-R4 et est done specifique de FGF-R4. L'anticorps 64-12 est 

capable de se lier principalement a FGF-R4 mais egalement faiblement a FGF-R3 

(Fig. 7). 

10 
B - Specificite des anticorps anti-FGFR4 8, 31, 33 et 36 pour le FGF-R4 

La specificite de chaque anticorps est etablie par ELISA selon le protocole 

suivant: des suspensions de phages presentant a leur surface les anticorps au 

format Fab sont generes par infection de bacteries E. coli. Les antigenes de 

15 capture ont ete fixes sur des boites lmmulon-2 enzyme-linked (VWR Scientific Inc. 

Swedesboro, NJ). Les suspensions de phages ont ensuite ete ajoutes puis detectes 

grace a l'anticorps de souris anti-phage M13 conjugue a la peroxidase (GE 

Healthcare, ref. 27-9421-01, dilution au 1:5000). La revelation a ete realisee avec le 

substrat TMB-H202 (Interchim ; ref UP664780) et les mesures de densite optique 

20 (O.D.) effectuees a 450 nm. Le tableau 2 resume les resultats obtenus: 

De cette fagon, on observe la capacite de chaque anticorps a se lier a chaque 

FGF-R. Cette experience montre clairement que les anticorps 8, 31, 33, 36 ne 

reconnaissent que FGF-R4 et sont done specifiques de FGF-R4. 

25 Tableau 2 : Specificite des anticorps anti-FGF-R4 issus des clones 8, 31, 33 et 36 

etablie par ELISA (Signal = O.D., 450 nm) 

h-FGFR4(D2,D3)-histag h-FGFR1 -Fc h-FGFR2-Fc h-FGFR3-Fc 

Clone 8 2,55 0,05 0,00 0,00 

Clone 31 2,52 0,00 0,00 0,01 
Clone 33 2,73 0,00 0,00 -0,01 

Clone 36 1,87 -0,01 -0,01 -0,02 
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Exemple 6 : Effet antagoniste de l'anticorps 40-12 et des anticorps issus des 

clones 8, 31, 33, 36 sur I'angiogenese {in vitro) 

Afin de determiner I'activite biologique de l'anticorps monoclonal 40-12 anti-FGFR4 au 

5 cours de I'angiogenese de cellules endotheliales humaines, des experiences 

d'angiogenese in vitro ont ete realisees a I'aide de cellules HUVEC stimulees par du 

FGF2 en presence de l'anticorps 40-12 ou de l'anticorps temoins en doses 

croissantes de 1 a 30 jjg/ml. (Fig 8A et 8B) 

Dans ce cadre, l'anticorps monoclonal anti-FGFR4 antagoniste actif 40-12 est 

10 capable d'inhiber I'angiogenese de cellules HUVEC induite par le FGF2, et ce, a la 

dose de 30 jjg/ml ou 200 nM alors que l'anticorps temoin 64-12 n'a aucun effet. De 

plus, l'anticorps 40-12 n'a aucun effet propre sur I'angiogenese basale. 

Ces resultats indiquent qu'un anticorps antagoniste specifique de FGF-R4 est capable 

d'inhiber I'angiogenese. 

15 Comme pour l'anticorps 40-12, les anticorps anti-FGFR4 des clones 8, 31, 33 et 36 

issus du phage display ont ete evalues quant a leur capacite d'inhiber I'angiogenese 

de cellules endotheliales humaines de type HUVEC induite par le FGF-2. Ces 4 

anticorps bloquent la stimulation de I'angiogenese in vitro obtenue avec le FGF-2, et 

ce a la dose de 10 jjg/ml (Fig. 8C et 8D). 

20 

Exemple 7 : Effet antagoniste de l'anticorps 40-12 et des anticorps issus des 
clones 8, 31, 33, 36 sur des cellules d'hepatocarcinomes humains {in vitro) 

Afin de determiner I'effet anti-tumoral de l'anticorps monoclonal anti-FGFR4 

25 antagoniste 40-12, des experiences ont ete realisees sur des cellules 

d'hepatocarcinome humain Hep3b dont la proliferation et les voies de signalisation y 

aboutissant sont dependantes du couple ligand-recepteur: FGF19/FGF-R4. 

Premierement, I'etude des voies de signalisation dependantes de FGF-R4 et 

30 aboutissant a la proliferation des cellules Hep3b a ete entreprise par Western-blot. 

Cette signalisation cellulaire passe par la neo-synthese des proteines cFos et JunB 

ainsi que par la phosphorylation de Erk1/2 (Lin et al., J Biol Chem., 2007, 14:27277-

84.). Pour ce faire, 5.10s cellules sont ensemencees en boTte 35 mm de diametre 

dans 2 ml de milieu complet (DMEM, 10 % SVF, 2 mM glutamine). 24 h apres, les 
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cellules sont mises en carence 24 h dans 1.8 ml de milieu dSpourvu de serum. Les 

cellules sont ensuite stimulees pendant 3 h par 200 |jl de FGF19 concentre 10 fois en 

absence ou en presence d'anticorps anti-FGFR4 controle ou 40-12. Le milieu est 

ensuite retire, les cellules lavSes une fois par du PBS froid et lysSes sur boTte pendant 

5 30 min a 4°C par 75 |jl de tampon RIPA supplements en inhibiteur de protease. 

L'extrait proteique total est ensuite centrifuge 10 min a 4 °C a 13000 rpm et le 

surnageant analyse par la technique de Western blot. Les membranes sont ensuite 

incubSes 2 h a temperature ambiante dans du TBS, tween 0.05 %, 5 % lait puis 

l'anticorps primaire anti-cFos (Cell Signaling Technology, ref 2250), anti-JunB (Cell 

10 Signaling Technology, ref 3746) et anti-phospsoErk1/2 (Cell Signaling Technology, ref 

4377) sont ajoutes au 1/1000eme et incubSs une nuit a 4°C sous agitation lente. La 

membrane est rincSe trois fois par du TBS, tween 0.05 % et l'anticorps secondaire 

couple a la HRP est incubS 4 h a 4°C diluS au 1/2000eme dans du TBS, tween 0.05 %, 

5 % lait. Les resultats de Western-blot sont alors quantifies a I'aide d'un Chemigenius 

15 (Syngene). L'intensitS des bandes obtenues avec les diffSrents anticorps sont 

pondSrSes par l'intensite des bandes obtenues avec l'anticorps anti-actine 

directement couple a la HRP et utilise au 1/3000eme (Santa Cruz Biotechnology, ref 

Sc-8432-HRP). 

Le FGF19 a 30 ng/ml induit la synthese des proteines JunB et cFos ainsi que la 

20 phosphorylation de Erk1/2 dans les cellules Hep3b. Cette nSo-synthSse de proteine et 

la phosphorylation de Erk sont inhibSes completement par l'anticorps anti-FGFR4 40-

12 a 100 jjg/ml alors que l'anticorps controle n'a aucun effet inhibiteur. Ces effets 

observes sur les membranes de Western-blot (Fig. 9A) sont quantifies et les 

intensitSs des bandes de chaque membrane sont representees sous forme de graphe 

25 (Fig. 9B). 

Deuxiemement, des experiences de proliferation cellulaire proprement dites ont ete 

menSes. 5000 cellules sont ensemencSes en plaque 96 puits dans 100 |jl de milieu 

DMEM, 10 % SVF, 2 mM glutamine. 24 h apres, les cellules sont dSprivSes dans un 

milieu de culture sans serum pendant 24 h. Les cellules Hep3b sont ensuite stimulees 

30 72 h par 100 |jl de milieu sans serum supplements par 10 ng/ml de FGF19 

(production interne a Sanofi-Aventis R&D) ou par 10 % sSrum en absence ou en 

prSsence d'anticorps tSmoins ou d'anticorps monoclonal anti-FGFR4 antagoniste 40-

12. AprSs 3 jours, la prolifSration cellulaire est quantifiSe a I'aide du kit CellTiter Glo 

(Promega, France). 
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De ces experiences, il en ressort que le serum ainsi que le FGF19 sont capables de 

stimuler la proliferation des Hep3b. L'anticorps anti-FGFR4 antagoniste 40-12 inhibe 

partiellement a 100 jjg/ml cette proliferation induite au serum alors que l'anticorps 

temoin ne presente pas d'activite inhibitrice (Fig. 10A). De plus, l'anticorps 40-12 a 10 

5 jjg/ml bloque completement la proliferation induite par le FGF19 (Fig. 10B). 

L'anticorps temoin n'a pas d'effet. 

Ceci demontre que l'anti-FGFR4 antagoniste objet de I'invention peut etre utilise 

comme agent therapeutique anti-tumoral dans la cadre de tumeurs dependantes du 

FGF19 ou du FGF-R4 et que cet anticorps serait particulierement efficace dans le 

10 traitement des hepatocarcinomes. 

Afin de simplifier I'etude de I'effet des anticorps anti-FGFR4 sur les cellules Hep3b, un 

test ELISA a ete mis au point pour la detection de la phosphorylation de Erk1/2 suite a 

la stimulation de ces cellules par du FGF-19 (en correlation avec les experiences 

15 decrites dans I'exemple 8), du FGF-2 ou du serum de veau foetal. 

Pour ce faire, 50 000 cellules Hep3b sont ensemencees en plaque 96 puits noires 

fond transparent (COSTAR, ref 3603) dans 100|jl de milieu DMEM, 10% SVF, 2mM 

glutamine. Apres 24h, les cellules sont mises en carence pendant 24h dans du milieu 

DMEM, 2mM glutamine sans SVF. Le milieu est ensuite aspire et remplace par 100|jl 

20 de milieu de carence pre-equilibre a 37°C contenant le FGF ou le SVF, ainsi que les 

anticorps evalues aux differentes doses. Les cellules sont incubees 3h a 37°C, 5% 

C02. Le milieu de stimulation est alors aspirer, les puits sont rinces par du PBS a 4°C 

et les cellules sont fixees par ajout de 200|jl de PFA (paraformaldehyde) 4% dans du 

PBS pendant 15min a temperature ambiante. Le PFA est retire et les cellules lavees 

25 trois fois par 200|jl de PBS. Le marquage par des anticorps pour la detection de 

phospho-Erk1/2 directement sur les cellules Hep3b commence par la saturation des 

sites non specifiques avec 100|jl de tampon de saturation (21.25ml de PBS, 1.25ml 

de serum non immun de chevre a 10% (Zymed, ref 50-062Z), 75|jl de triton X100) 

pendant 2h. Le tampon de saturation est remplace par 50|jl d'anticorps primaire anti-

30 phospho Erk1/2 (Cell Signaling Technology, ref 4377) dilue au 1/100eme dans du 

tampon PBS, 1% BSA, 0.3% triton X100. L'anticorps primaire est incube avec les 

cellules une nuit a 4°C. II est ensuite rince par 3 lavages de 200|jl de PBS et revele a 

I'aide d'un anticorps secondaire anti-rabbit couple a I'AlexaFluor 488 (Molecular 

Probes, ref A11008) dilue au 1/5000eme dans du tampon PBS, 1% BSA, 0.3% triton 
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X100 pendant 4h. L'anticorps secondaire est ensuite rince par 3 lavages de 200|jl de 

PBS et 100|jl de PBS est alors ajoute a chaque puits. La fluorescence est lue par-

dessus a I'aide d'un lecteur de plaque de type EnVision 2103 Multilabel Reader 

(Perkin Elmer) en utilisant le filtre FITC. 

5 Cette technique permet de confirmer que le FGF-19 a 30ng/ml induit la 

phospshorylation de Erk1/2 dans les cellules Hep3b et que le 40-12 est capable de 

bloquer cette stimulation des la dose de 3 jjg/ml (Fig. 9C). Le FGF-2 ainsi que le 

serum sont egalement capable d'induire le systeme. Dans ces 2 derniers, l'anticorps 

40-12 inhibe I'effet du FGF-2 et du serum a des doses plus elevees (30-100|jg/ml; 

10 Fig. 9C). 

La detection de phospho-Erk1/2 par ELISA a aussi permis de montrer que des 

anticorps anti-FGFR4 actifs dans le modele de I'angiogenese in vitro sont egalement 

capables de bloquer entre 70 et 95% de la phosphorylation de Erk1/2 induite par le 

FGF-19 a la dose de 3|jg/ml (Fig. 9D). 

15 

De maniere avantageuse, les anticorps de la presente invention ont un effet 

antagoniste a la fois sur I'angiogenese pathologique associee au developpement de 

la tumeur et sur la croissance tumorale hepatique proprement dit, en particulier sur un 

modele d'hepatocarcinome. 

20 

Exemple 8 : Effet antagoniste de l'anticorps 40-12 dans le modele murin de 
cancer pancreatique 

Pour ce modele pharmacologique, des souris femelles Rip1-Tag2 (Charles River 

25 Laboratory, France) de fond genetique C57BI/6J sont utilisees. Les animaux ont a 

partir de la semaine 9 apres naissance de I'eau de boisson supplemented par 5% de 

saccharose. Les souris sont traitees de la semaine 10 a la semaine 12.5 dans un 

protocole de traitement en intervention, une fois par semaine par une injection par 

voie sous-cutanee des anticorps anti-FGFR4 40-12 ou controle a la dose de 25 mg/kg 

30 (Fig. 14A). Ce protocole est approuve par le « Comite experimentation Animale 

(Animal Care and Use Committee)» de Sanofi-Aventis Recherche. Nos installations 

zootechniques , I'attention pretee aux animaux ainsi que les protocoles de traitement 

sont en accord avec les principes imposes par la convention europeenne sur la 
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protection des animaux Vertebres et euthanasies apres la periode de traitement ou 

lorsque la charge tumorale et/ou les effets secondaires oblige leur retrait de I'etude. 

Pour la mesure de la charge tumorale, les animaux sont euthanasies a la fin de 

I'experience et les tumeurs sont micro-dissequees a partir de pancreas fraichement 

5 excises. Le volume tumoral en mm3 est mesure a I'aide d'un pied a coulisse en 

appliquant la formule [volume = 0.52 x (largeur)2 x (longueur)] afin de se rapprocher 

du volume d'un spheroide. La charge tumorale par souris est calculee par le cumul du 

volume des tumeurs de chaque souris. 

Pour I'analyse histochimique de la densite vasculaire, les animaux sont anesthesies, 

10 les pancreas collectes, fixes une nuit dans de I'accustain® (Sigma) puis enchasses 

dans de la paraffine. Des coupes de 5 |jm d'epaisseur sont preparees pour chaque 

echantillon. Les cellules endotheliales sont detectees par I'incubation des coupes 

avec de la trypsine (Zymed, ref 00-3003) a 37°C pendant 10 min, puis avec un 

anticorps anti-CD31 de souris fait chez le rat et dilue au 1/50eme (BD Pharmingen). 

15 Pour reveler les regions marquees par l'anticorps, les coupes sont incubees avec un 

anticorps anti-rat couple a la biotine pendant 30 min, puis avec de la streptavidine 

couple a la HRP pendant egalement 30 min (Vectastain® ABC kit, Vector), et enfin 

avec du DAB pendant 5 min (Vector, ref SK4100). Les coupes sont alors marquees 

avec de I'hematoxylin diluee au 1/10eme (Dako, S-3309). Les prises de vue sont 

20 realisees a I'ide d'une camera montee sur un microscope (Nikon, E-800) a un 

grossissement total de 200 fois. Les images sont analysees par un logiciel (Visiolab, 

Biocom). Les vaisseaux sanguins dans la tumeur sont comptes et classes en fonction 

de leur surface : les petits vaisseaux entre 5 et 20 |jm2, les moyens entre 21 et 100 

|jm2 et les gros a partir de 101 |jm2. Deux porte-objets par pancreas sont analyses 

25 afin de determiner la densite vasculaire correspondant au nombre total d'elements 

marques par champ. 

Dans ce modele, le traitement sous-cutane a I'aide de l'anticorps anti-FGFR4 40-12 a 

25 mg/kg une fois par semaine entre les dixieme et douzieme semaines, permet de 

30 reduire la charge tumorale de 55% et de fagon significative (Fig11B) et a tendance a 

reduire de 34% le nombre de tumeurs par pancreas (Fig. 11C) alors que le traitement 

controle n'a aucun effet. Cette inhibition du developpement tumoral grace a l'anticorps 

anti-FGFR4 40-12 est accompagnee par une reduction significative de 31% de la 

densite vasculaire totale (Fig. 11D) correspondant a une reduction observee du 



WO 2010/004204 PCT/FR2009/051343 

51 

nombre de vaisseaux sanguins dans l'ensemble des groupes de taille de vaisseaux 

marques a I'aide d'un anticorps anti-CD31 (Fig. 11D). 

Ces resultats in vivo montrent clairement qu'un anticorps anti-FGFR4 antagoniste est 

capable d'inhiber le recrutement et la formation des vaisseaux sanguins dans la 

5 tumeur. Cette inhibition de la vascularisation tumorale s'accompagne d'une reduction 

du nombre de tumeurs par pancreas et du volume tumoral total. 

De maniere avantageuse, les anticorps de la presente invention ont un effet 

antagoniste a la fois sur I'angiogenese pathologique et sur la croissance tumorale 

10 hepatique (sur un modele d'hepatocarcinome) et pancreatique. 

Exemple 9 : Reactivite croisee de l'anticorps envers les FGF-R4 humain, murin 
et de rat. 

15 Dans un premier temps, des experiences de competition de liaison ont ete realisees. 

Pour ce faire, du FGF2 a ete marque au niveau des 2 cysteines libres a I'aide d'un 

AlexaFluor® 488 nm C-5 maleimide (Molecular Probes, A10254) selon les 

recommandations du fournisseur. Ce FGF2-AF488 a 10 ng/ml est capable de se lier 

sur les FGF-R4 humains exprimes a la surface de cellules 300-19 transferees (Fig. 

20 8). Cette liaison est specifique puisque I'ajout en exces de FGF2 non marque permet 

de deplacer l'interaction FGF2/FGF-R4 (Fig. 8A). La meme experience a ete realisee 

en rajoutant des doses croissantes de l'anticorps 40-12 ou de l'anticorps temoins 64-

12. Seul l'anticorps antagoniste 40-12 est apte a deplacer la liaison FGF2-

AF488/FGF-R4, et ce, avec une IC50 de 3500 ng/ml soit 23 nM montrant que I'effet 

25 antagoniste de cet anticorps serait du a sa capacite de deplacer la liaison FGF/FGF-

R4. 

Dans un second temps et dans le but de determiner I'aptitude du clone 40-12 a 

bloquer la liaison FGF/FGF-R4 chez d'autres especes que I'Homme, une experience 

de dissociation a ete realisee en utilisant les couples FGF2/FGF-R4 de souris, de rat 

30 et humain en reference. Pour ce faire, du FGF2 murin (R&D, ref 3139-FB-025) ou de 

rat (R&D, ref 3339-FB-025) a ete marque de la meme fagon que le FGF2 humain par 

un AlexaFluor 488. Les experiences de dissociation ont ete realisees en utilisant les 

lignees 300-19 transferees avec les recepteurs FGF-R4 de souris ou de rat. Les 

resultats montrent que l'anticorps anti-FGFR4 antagoniste 40-12 est capable de 
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dissocier la liaison FGF2/FGF-R4 dans un systeme souris ou rat avec la meme 

efficacite que dans le systeme humain. En effet, les IC50 sont de 3500, 4110 et 

3940 ng/ml soit 23, 27 et 26 nM pour les complexes FGF2/FGF-R4 humain, murin ou 

de rat respectivement (Fig. 13A, 13B et 13C respectivement). Cette capacite a se lier 

5 au FGF-R4 de rongeurs a ete verifie par ELISA. L'anticorps 40-12 se lie aussi bien au 

FGF-R4 humain et murin (Fig. 12). 

Ces resultats indiquent que l'anticorps anti-FGFR4 40-12 pourra etre utilise dans des 

modeles pharmacologiques sur rongeurs (au moins souris et rat) et que les resultats 

obtenus devraient etre predictifs de I'efficacite chez I'Homme. 

10 

De meme, des etudes menees sur les anticorps issus des clones 8, 31, 33 et 36 

montrent que ces anticorps reconnaissent a la fois le FGF-R4 humain et le FGF-R4 

murin (Tableau 4 ci-dessous) 

15 Tableau 4 : Parametres cinetiques de liaison des anticorps anti-FGFR4 8, 31, 33 et 

36 mesures par Surface Plasmon Resonance (BIAcore 3000): 

sur h-FGFR4-Histag 
sur m-FGFR4-Histag 

Kon (M"1s"1) Koff (s"1) KD (M) Kon (M"1s"1) Koff (s"1) KD (M) 

Clone 8 8,93E+05 2,92E-04 3,27E-10 1,20E+06 1,36E-04 1,15E-10 

Clone 31 6,48E+05 9,80E-04 1,52E-09 9,14E+05 1,80E-03 1,97E-09 

Clone 33 8,05E+05 6,17E-04 7,71E-10 1,01E+06 7,04E-04 6,92E-10 

Clone 36 2,44E+05 6,31 E-04 2,62E-09 3,30E+05 7,52 E-04 2.28E-09 

Example 10 : Determination de I'epitope reconnu par les anticorps anti-FGF-R4 

20 

A- Determination de I'epitope reconnu par l'anticorps anti-FGFR4 40-12 

Un criblage a ete realise pour determiner le domaine specifique du FGFR4 reconnu 

par l'anticorps 40-12 par dosage ELISA. Grace a I'utilisation d'une forme deletee du 

25 domaine D1 de FGF-R4 en ELISA, il a ete etabli que l'anticorps 40-12 interagissait au 

niveau des domaines D2-D3 de FGF-R4 (Fig. 12). 
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Un second criblage a ete realise par dosage ELISA, en utilisant comme antigene de 

capture les construits contenant soit le domaine D1 (SABVA4794) ou le domaine D2 

(SABVA4796) ou le domaine D3 (SABVA4799) de proteine hFGFR4 comme decrits 

dans I'exemple 2. L'antigene de capture a ete fixe sur des boites lmmulon-4 enzyme-

5 linked (VWR Scientific Inc. Swedesboro, NJ). L'hybridome 40-12 a ensuite ete ajoute 

puis detecte grace a l'anticorps de lapin anti-souris IgG conjugue a la peroxidase 

(Sigma ; ref. A9044-dilution au 1:50000). La revelation a ete realisee avec le substrat 

TMB-H202 (Interchim ; ref UP664780) et les mesures de densite optique (O.D.) 

effectuees a 450 nm. Le tableau 5 resume les resultats obtenus: 

10 

Tableau 5 : Mesure de la liaison de l'anticorps 40-12 aux differents sous-domaines de 

FGF-R4 

Domaine etudie 
D1 

SABVA4794 
D2 

SABVA4796 
D3 

SABVA4799 
D1-D3 

FGFR4 -Fc 

Signal (O.D., 450 nm) 0.185 3.000 0.105 3.000 

15 L'anticorps anti-FGFR4 reconnait done le domaine D2 de la partie extracellulaire de la 

proteine FGFR4. 

D'autre part, la proteine FGFR4-Fc denaturee avec du SDS n'est pas reconnue par 

l'anticorps 40-12 en analyse par Western Blot, ce qui indique que I'epitope cible par le 

40-12 sur le domaine D2 de FGFR4 est de type conformationel. 

20 

B- Determination de I'epitope reconnu par les anticorps anti-FGFR4 8, 31. 33, 36. 

Un criblage a ete realise pour determiner le domaine specifique du FGFR4 reconnu 

par les anticorps 8, 31, 33, 36 par dosage ELISA en utilisant comme antigene de 

25 capture les construits contenant soit les domaines D2 et D3 (SEQ ID NO 42) soit la 

proteine hFGFR4-Histag (SABVA4614, SEQ ID NO 40). L'antigene de capture a ete 

fixe sur des boites lmmulon-4 enzyme-linked (VWR Scientific Inc. Swedesboro, NJ). 

Des surnageants de cultures de HEK293 transferees transitoirement par des 

plasmides permettant la secretion des anticorps 8, 31, 33, 36 ont ensuite ete ajoutes 

30 puis detectes grace a l'anticorps de lapin anti-humain IgG conjugue a la peroxidase 

(DakoCytomation, ref. P0214-dilution au 1:5000). La revelation a ete realisee avec le 
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substrat TMB-H202 (Interchim ; ref UP664780) et les mesures de densite optique 

(O.D.) effectuees a 450 nm. Le tableau 6 ci-dessous resume les resultats obtenus: 

Tableau 6 : Liaison des anticorps issus des clones 8, 31, 33 et 36 au FGF-R4 entier 

5 ou au sous-domaine D2-D3 (signal OD a 450nm) 

hFGFR4-Histag hFGFR4(D2,D3)-Histag 

Clone 8 3,898 3,860 

Clone 31 3,859 3,741 

Clone 33 3,752 3,621 

Clone 36 3,751 3,616 

Les anticorps 8, 31, 33 et 36 reconnaissent done le domaine D2-D3 de la partie 

extracellulaire de la proteine FGFR4. 

10 

Tableau 7 : sequences utilisees, obtenues et deduites 

Sequences 
nucleotidiques 

Sequences proteiques 

Anticorps 40-12 

VH + CH SEQ ID NO 1 SEQ ID NO 2 

VL + CL SEQ ID NO 3 SEQ ID NO 4 

VH SEQ ID NO 5 SEQ ID NO 6 

VL SEQ ID NO 7 SEQ ID NO 8 

CDR VH SEQ ID NO 9 ; 10 ; 11 

CDR VL SEQ ID NO 12 ; 13 ; 14 

Anticorps 64-12 
VH + CH SEQ ID NO 15 SEQ ID NO 16 

VL + CL SEQ ID NO 17 SEQ ID NO 18 
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VH SEQ ID NO 19 SEQ ID NO 20 

VL SEQ ID NO 21 SEQ ID NO 22 

CDR VH SEQ ID NO 23 ; 24 ; 25 

CDR VL SEQ ID NO 26 ; 27 ; 28 

Sequences humanisees 

ChaTne legere 1 SEQ ID NO 29 SEQ ID NO 30 

ChaTne legere 2 SEQ ID NO 31 SEQ ID NO 32 

ChaTne lourde 1 SEQ ID NO 33 SEQ ID NO 34 

ChaTne lourde 2 SEQ ID NO 35 SEQ ID NO 36 

ChaTne lourde 3 SEQ ID NO 37 SEQ ID NO 38 

Constructions 
hFGFR4-Histag SEQ ID NO 39 SEQ ID NO 40 

hFGFR4-Streptag SEQ ID NO 68 SEQ ID NO 69 

hFGFR4(D2D3)-Histag SEQ ID NO 41 SEQ ID NO 42 

mFGFR4-Histag SEQ ID NO 43 SEQ ID NO 44 

hFGFR1-Fc SEQ ID NO 45 SEQ ID NO 46 

hFGFR2-Fc SEQ ID NO 47 SEQ ID NO 48 

rFGFR4 SEQ ID NO 49 SEQ ID NO 50 

Sequences amorces pour 
etablissement lignee 
clonale (exemple 4) 

SEQ ID NO 51 ; 52 ; 
53 ; 54 ; 55 ; 56 ; 58 
SEQ ID NO 61 ; 62 

Domaine 
transmembranaire FGFR4 SEQ ID NO 59; 60 

Oligonucleotides amorces 
tableau 1 

SEQ ID NO 63 ; 64 ; 
65 ; 66 ; 67 

Epitope dans domaine D2 SEQ ID NO 70 
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Anticorps clone 8 

ChaTne legere entiere 

ChaTne legere CDR 

SEQ ID NO 71 SEQ ID NO 72 

SEQ ID NO 73; 74; 75 

ChaTne lourde entiere 

ChaTne lourde CDR 

SEQ ID NO 76 SEQ ID NO 77 

SEQ ID NO 78 ; 79; 80 

Anticorps clone 31 

ChaTne legere entiere 

ChaTne legere CDR 

SEQ ID NO 81 SEQ ID NO 82 

SEQ ID NO 83; 84; 85 

ChaTne lourde entiere 

ChaTne lourde CDR 

SEQ ID NO 86 SEQ ID NO 87 

SEQ ID NO 88; 89; 90 

Anticorps clone 33 

ChaTne legere entiere 

ChaTne legere CDR 

SEQ ID NO 91 SEQ ID NO 92 

SEQ ID NO 93; 94; 95 

ChaTne lourde entiere 

ChaTne lourde CDR 

SEQ ID NO 96 SEQ ID NO 97 

SEQ ID NO 98; 99; 100 

Anticorps clone 36 

ChaTne legere entiere 

ChaTne legere CDR 

SEQ ID NO 101 SEQ ID NO 102 

SEQ ID NO 103; 104; 

105 

ChaTne lourde entiere 

ChaTne lourde CDR 

SEQ ID NO 106 SEQ ID NO 107 

SEQ ID NO 108 ; 109 ; 

110 

Sous-domaines de la partie extracellulaire de hFGFR4 fusionnes au domaine 
Fc de I'lgGI 

fGFGR4_D1::Fc SEQ ID NO 111 SEQ ID NO 112 

fGFGR4_D2::Fc SEQ ID NO 113 SEQ ID NO 114 

fGFGR4_D3::Fc SEQ ID NO 115 SEQ ID NO 116 

Sequence de region 
constante d'lgGI humaine 

SEQ ID NO 117 
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Revendications 

1. Antagoniste du recepteur FGF-R4, caracterise en ce qu'il est un anticorps qui se 

5 lie specifiquement a FGF-R4 

2. Antagoniste selon I'une des revendications 1, caracterise en ce qu'il se lie au 

domaine D2-D3 du recepteur FGF-R4. 

10 3. Anticorps selon I'une des revendications 1 et 2, caracterise en ce qu'il se lie au 

domaine D2 du recepteur FGF-R4. 

4. Antagoniste selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il a 

un KD vis a vis du recepteur FGF-R4 determine par la technique Surface 

15 Plasmon Resonance (Biacore) inferieur a 10E-8 M. 

5. Antagoniste selon I'une des revendications precedentes caracterise en ce qu'il 

est actif a la fois contre FGF-R4 humain et FGF-R4 murin. 

20 6. Antagoniste selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 

est un anticorps et comprend au moins un CDR presentant une sequence 

identique a I'une des sequences SEQ ID NO : 9, 10, 11, 12, 13, 14, 73, 74, 75, 

78, 79, 80, 83, 84, 85, 88, 89, 90, 93, 94, 95, 98, 99, 100, 103, 104, 105, 108, 

109 ou 110. 

25 

7. Antagoniste selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 

est un anticorps et comprend les CDR de sequence SEQ ID NO : 9, 10, 11, 12, 

13 et 14 ; ou 73, 74, 75, 78, 79 et 80 ; ou 83, 84, 85, 88, 89 et 90 ; ou 93, 94, 95, 

98, 99 et 100 ; ou 103, 104, 105, 108, 109 et 110, ou I'un des CDR peut differer 

30 de un a deux acides amines par rapport a I'une au moins des sequences citees 

ci-dessus, pour autant que l'anticorps garde sa specificite de liaison. 



WO 2010/004204 PCT/FR2009/051343 

58 

8. Antagoniste selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 

est un anticorps dont la partie variable de sa chaTne lourde comprend une 

sequence nucleotidique presentant au moins 80% d'identite avec la sequence 

SEQ ID NO: 5, 76, 86,96 ou 106. 

5 

9. Antagoniste selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 

est un anticorps dont la partie variable de sa chaTne legere comprend une 

sequence nucleotidique presentant au moins 80% d'identite avec la sequence 

SEQ ID NO : 7, 71, 81, 91 ou 101. 

10 

15 

10. Antagoniste selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 

est un anticorps et en ce que sa sequence comprend les sequences 

polypeptidiques SEQ ID NO : 2 et 4 ; ou 6 et 8 ; ou 72 et 77 ; ou 82 et 87 ; ou 92 

et 97 ; ou 102 et 107. 

11. Antagoniste selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise 

en ce qu'il induit une inhibition des voies de signalisation cellulaire controlees 

par FGF-R4.. 

20 12. Antagoniste selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise 

en ce qu'il induit une inhibition de I'angiogenese. 

13. Antagoniste selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise 

en ce qu'il induit une inhibition de la proliferation cellulaire tumorale. 

25 

14. Antagoniste selon I'une quelconque des revendications precedentes caracterise 

en ce que son affinite pour FGF-R4 est 10 fois superieure a son affinite pour les 

autres recepteurs a FGF. 

30 15. Antagoniste selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, caracterise en ce 

qu'il est un anticorps humanise. 

16. Antagoniste selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, caracterise en ce 

qu'il est un anticorps humain. 
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17. Antagoniste selon la revendication 15, caracterise en ce qu'il comprend une 

chaTne variable legere presentant au moins 80% d'identite avec I'une des 

sequences polypeptidiques SEQ ID NO 30 ou 32. 

5 

18. Antagoniste selon la revendication 15, caracterise en ce qu'il comprend une 

chaTne variable lourde presentant au moins 80% d'identite avec une sequence 

SEQ ID NO 34, 36 ou 38. 

10 19. Antagoniste selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise 

en ce qu'il est un anticorps et en ce qu'il est conjugue a un agent cytotoxique. 

20. Utilisation d'un antagoniste selon I'une quelconque des revendications 

precedentes dans le traitement des maladies associees a une angiogenese 

15 pathologique. 

21. Utilisation d'un antagoniste selon I'une quelconque des revendications 

precedentes dans le traitement des hepatocarcinomes ou de tout autre type de 

cancer hepatique. 

20 

22. Utilisation d'un antagoniste selon I'une quelconque des revendications 

precedentes dans le traitement du cancer du pancreas. 

23. Composition pharmaceutique comprenant un antagoniste selon I'une 

25 quelconque des revendications 1 a 19 et des excipients. 

24. Methode de traitement d'une maladie liee a une angiogenese pathologique 

caracterisee en ce qu'elle comprend I'administration au patient d'un anticorps 

selon I'une quelconque des revendications 1 a 19. 

30 

25. Methode de traitement d'un cancer caracterisee en ce qu'elle comprend 

I'administration au patient d'un anticorps selon I'une quelconque des 

revendications 1 a 19. 
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26. Lignee cellulaire produisant des anticorps selon la revendication 1 a 19. 

27. Precede de production d'un anticorps selon I'une quelconque des revendications 

1 a 19 caracterise en ce qu'il comprend la mise en culture d'une lignee cellulaire 

5 selon la revendication 26. 

28. Medicament comprenant un antagoniste selon I'une quelconque des 

revendications 1 a 19. 

10 29. Polynucleotide codant pour un polypeptide presentant au moins 80% d'identite 

avec I'une des sequences SEQ ID NOS : 2, 4, 6, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 30, 32, 

34, 36, 38, 72, 73, 74, 75, 77, 78, 79, 80, 82, 83, 84, 85, 87, 88, 89, 90, 92, 93, 

94, 95, 97,98, 99, 100, 103, 104, 105, 107, 108, 109 ou 110. 

15 30. Polynucleotide caracterise en ce qu'il presente une sequence presentant au 

moins 80% d'identite avec I'une des sequences SEQ ID NOS : 1, 3, 5, 7, 29, 31, 

33, 35, ou 37, 71, 76, 81, 86, 91, 96, 101 ou 106. 

31. Vecteur recombinant comprenant un acide nucleique selon I'une quelconque des 

20 revendications 29 et 30. 

32. Cellule hote comprenant un vecteur selon la revendication 31. 


