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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud. $ 571.000

Documento que acredita la existencia y representacion legal de la persona juridica
peticionaria, en cuanto no esté inscrita en alguna Camara de Comercio Colombiana.

Poderes, si fuere el caso. Fotocopia autenticada.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante. Fotocopia autenticada.
Traduccion de la solicitud internacional al espafiol (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de
Examen preliminar (IPEA).

Traduccién de examen preliminar intemacional efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacidon de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material bioldgico.
Arte final 12x12.

De ser el caso, informacion sobre ofras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la
invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional bajo el Art. 34.

Otros: Comprobante(s) de pago de la tasa por concepto de reivindicaciones adicionales
$ 702.000 (26*$27.000).

11 FIGURA CARACTERISTICA:

12 Solicito la concesién de la patente,

NOMBRE: ____JUANPABLO CADENA SARMIENTO

Instruccmnes para la presentamon de Eos anexos, ver reverso de esta pégma
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Sede Cantro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3.4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Wab: www.sic.gov.co  e-mai: info@sic.gav.co Conmutador: ($71) 5870000 Fax: {571) 5870284 Linen: 0180:00-9101G5 Call Center: {371) 6313240

p. 2020 DIR.NUEVASCR
378 FASENACIONALI
Folios: 196

$540.000.00
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO
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No. 11 - 0058848

Bogota D.C., Junio 17 de 2011 - 16:42;49
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*** Soporte del Pago **~
TIPO PAGO BANCO CUENTA No. PAGO EECHA PAGO VR.PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 456015324 17/06/2011 25.888.000.00

*** Conceptos Pagados *™*

CANT RENTISTICO CONCFPTO Ve UNDITARIO . Vr.CONCEPTO

1 50005-01-09 IONT&%SF Eﬁwmm CE PROPIEDAD 99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 135.000.00 135.000.00
$135.000.00

SON: *CIENTO TREINTA Y CINCO MONEDA CORRIENTE **

Responsable:

=" o . _J

Recibo de Caja Aplicado al Expedignte No. SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y GOMERGIO

’No. 11-112591. -UOOUO-OOEI!II
'IEECh‘?‘i 2&‘1/\‘11:{%9-01‘ 16:04:49  Dap. 2020 DIR.NUEVASGR
e NTEIYH Eve: 378 FASENACIONAL |
et 411 PRESENTACION Folics: 196

Sede Centro: Carrera 3 No, 27 - 00 Piscs 3.4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co a-mai: info@@sic.gov.ce Conmutados: {571} 5870000 Fax: (571) $8702084 Linea: 018000-910165 Call Canter: (571} 6553240
» Junio 17 da 20711 - 16:42:55
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RECIBO DE CAJA

No. 11 - 0014426

Bogota D.C., Febrero 16 de 2011 - 16:51:23

RECIBIDO DE : BRIGARD & CASTRO S.A.

NI 860.047.372

TIPO PAGC

BANCO

*** Soporte del Pago ***
CUENTA Nao PAGO

FECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 082754387 391765872

16/02/2011 32.257.100.00

CANT._ RENTISTICO

Jode i

*** Conceptos Pagados
CONCEPTO

VEUNDITARIO Ve CONCEPRTO

1 50005-01-09 OTRCS SERVICIOS DE PROPIEDAD 54 INFORMACION DETALLADA DE UN
INDUSTRIAL TRAMITE

27.000.00 27.000.00

SON: *VEINTISIETE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

.\8939* sable: _)

Reci

. Fabrern 16 do 2011 . 16:51:28

aja Aplicado al Expediente No.

$27.000.00

SUPERINTENDENCIA OE INDUSTRIA Y COMERCIO

TR
No. 111125

Q.-
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1- -00000-0000
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Act. 411 PRESENTACION Folios:

Sade Contro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,45 v 10 Bogota, D.C.- Colombia
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Agents: FANG, Carol, A. ¢t al;; Genentech, Inc., 1 DNA
Way, MS 49, South San Frangiseo, CA 94080 (US),
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{Continued on next page]

(54) Title: NOVEL ANTI-a5B1 ANTIBODIES AND USES TIIEREQF

Bound Phage (%)

— = - H18C12.¥3{0.72nM)
Parental Clons

—8— h18C12¥6 (0.41nM)
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FiG. 4

(57) Abstract: The present invention provides new anti-
aSp1 antibodies, compositions and kits comprising the an-
tibodies, and methods of making and using the antibodics,
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NUEVOS ANTICUERPOS ANTI-a5831 Y SUS USOS

REFERENCIA A SOLICITUDES RELACIONADAS.

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud de Patente Provisional
de los Estados Unidos Nro. 61/ 163241, presentada el 25 de marzo de 2009, cuya
revelacién se incorpora a modo de referencia en su totalidad, para todos los

propoésitos.

CAMPO DE LA INVENCION.,

La presente invencion se refiere a nuevos anticuerpos sy, a
composiciones y equipos que comprenden los anticuerpos, y a métodos para el

uso de los anticuerpos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION.

La a5B1 integrina es una glicoproteina de membrana celular que media las
interacciones de celula—ECM (sigla en inglés de "matriz extracelular") a través de
su ligando mayor, la fibronectina. La a5B1 integrina cumple un rol en la migracién,
diferenciacién y supervivencia celulares. Las concentraciones de a5B1 integrina
son elevadas en el endotelio vascular tumoral (por ejemplo, en carcinomas
gastrico, colorrectal, hepatocelular, uterocervical y mamario) y en otros vasos
angiogénicos. La a5B1 integrina modula la asociacion de células murales con
células endoteliales y el montaje de la matriz extracelular endotelial durante la
angiogenesis. De esta manera, la a5B1 integrina es un blanco Util para la
inhibicion de la angiogénesis y la sensibilizacion de las células a los efectos de un
antagonista de VEGF (sigla en inglés de "factor de crecimiento endotelial
vascular").

Por lo tanto, existe en el arte una necesidad de composiciones y métodos
que se dirijan a la a5B1 integrina. La presente invencién cumple con esta y con

otras necesidades.

7



SINTESIS DE LA INVENCION.

La presente invencion provee nuevos anticuerpos anti—asBq derivados de!
anticuerpo monoclional 18C12; equipos y composiciones que comprenden los
nuevos anticuerpos anti—asBs; y métodos para su elaboracion y uso.

Una realizacion de la invencion provee un anticuerpo anti—asB; que
comprende un dominio VL que comprende una CDR-L1 (CDR: sigla en inglés de
“region de determinacion de complementariedad") que comprende TL-S/T-S/P/T—
Q/N-H-F/S-T/I-Y-K/T-I-G/D/S (SEC. ID. NRO.. 15); una CDR-L2 que
comprende L/I-N/T-S-D/H/S-G/S—S/L/T-HY-N/K/Q/-K/T-G/A-D/S (SEC. ID.
NRO.: 16); una CDR-L3 que comprende G/A-S/A/Y-S/Y-Y=-S/IANY-S/YT-GY-V/I
(SEC. ID. NRO.: 17); y un dominic VH que comprende una CDH-H1 que
comprende GFTFS-N/A-RW-I/V-Y (SEC. ID. NRO.: 18); una CDR-H2 que
comprende GIKTKP-N/A/T-I/R-YAT-E/Q-YADSVKG (SEC. ID. NRO.: 19); y una
CDR-H1 que comprende LNV-TG-M/K-R/K-YFDY (SEC. ID. NRO.: 20). En
algunas realizaciones, el anticuerpo anti—as3; comprende un dominio VL que
comprende una CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, donde cada una comprende una
secuencia expuesta en Figura 3 y un dominio VH que comprende una CDR-H1,
CDR-H2 y CDR-H3, donde cada una comprende una secuencia expuesta en la
Figura 3; es decir, un dominio VL que comprende una CDR-L1 que comprende
una secuencia expuesta en SEC. ID. NRO.; 21, 22, 23, 6 24, una CDR-L2 que
comprende una secuencia expuesta en SEC. ID. NRO.: 25, 26, 27, 6 28, y una
CDR-L3 que comprende una secuencia expuesta en SEC. ID. NRO.: 29, 30, 31,
6 32; y un dominio VH que comprende una CDR-H1 que comprende una
secuencia expuesta en SEC. ID. NRO.. 34 ¢ 35, una CDR-H2 que comprende
una secuencia expuesta en SEC. [D. NRO.. 36 & 37, y una CDR-H3 que
comprende una secuencia expuesta en SEC. ID. NRO.: 38, 39 6 40. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti—asBy comprende un dominio VL que c¢omprende
cualquiera de SEC. ID. NROS.: 3-8 y un dominio VH que comprende cualquiera
de SEC. ID. NROS.: 11-14. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti—asp;
comprende un dominio VL que comprende SEC. ID. NRO.: 4 y un dominio VH que

comprende SEC. ID. NRO.: 11. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti—asf4
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comprende un dominio VL que comprende SEC. ID. NRO.: 5 y un dominio VH que
comprende SEC. ID. NRO.: 12. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti—asf;
comprende un dominio VL que comprende SEC. ID. NRO.: 6 y un dominio VH que
comprende SEC. ID. NRO.: 13. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti—asf
comprende un dominio VL que comprende SEC. ID. NRO.: 7 y un dominio VH que
comprende SEC. ID. NRO.: 13. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti—sp
comprende un dominio VL que comprende SEC. ID. NRO.: 8 y un dominio VH que
comprende SEC. ID. NRO.: 14. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti—asp;
s humano, humanizado o quimérico. En una realizacion, el anticuerpo anti—asf31
es un anticuerpo monoclonal. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti—aspB.
compite con el anticuerpo 18C12 por fa unién a asBs integrina. En algunas
realizaciones, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo quimérico. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti—as834 es un fragmento de anticuerpo gque se une a
asBs, En aigunas realizaciones, el anticuerpo anti—asB; se selecciona de: un
fragmento Fab, Fab’, un fragmento F(ab),, Fv de cadena simple (scFv), un
fragmento Fv; un diacuerpo y un anticuerpo lineal. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-asB; es un IgG1 de longitud completa o un IgG4 de longitud
completa. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti—-asf; es un anticuerpo
biespecifico o un anticuerpo multiespecifico. En algunas realizaciones, el
anticuerpo biespecifico se une a VEGF y asB; y es un antagonista de VEGF. En
algunas realizaciones, el anticuerpo anti—asB, tiene una funcién efectora alterada.
En algunas realizaciones, el anticuerpo anti—asB; esta alterado de modo de
disminuir o evitar la actividad de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCC, por sus siglas en inglés) o de citotoxicidad dependiente de complemento
(CDC, por sus siglas en inglés) (por ejemplo, alterando la secuencia de acido
nucleico que codifica la porcidn Fc del anticuerpo). En algunas realizaciones, la
porcion Fc del anticuerpo comprende una sustitucion N297A. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti—as84 ha sido modificado de modo de incrementar
o disminuir su semivida en humanos (por ejemplo, alterando la secuencia de acido
nucleico que codifica la porcidon Fc del anticuerpo). En algunas realizaciones, el

anticuerpo asB4 es parte de un inmunoconjugado que estd conjugado a otra
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entidad (por ejemplo, un agente terapéutico o una marca detectable). En algunas
realizaciones, la entidad terapéutica es un agente citotoxico (por ejemplo, un
isotopo radiactivo, una toxina, un agente inhibidor del crecimiento, o un agente
quimioterapéutico). En algunas realizaciones, la marca detectable es un colorante
fluorescente, un radioisétopo, o una enzima.

Otras realizaciones de la invencion proveen moléculas de acide nucleico
que codifican cualquiera de los anticuerpos anti-asP: que se describen en la
presente solicitud; vectores de expresion que comprenden los acidos nucleicos, y
células huéspedes que comprenden los acidos nucleicos. Aun otras realizaciones
de la invencion proveen métodos para la produccién de cualquiera de los
anticuerpos anti—asB1 que se describen en esta solicitud, donde los métodos
comprenden el cultivo de las células huéspedes de modo de producir el
anticuerpo. En algunas realizaciones, los métodos ademas comprenden la
recuperacion del anticuerpo de la célula huésped.

Oftras realizaciones de la invencion proveen composiciones farmacéuticas
que comprenden un anticuerpo para asB3¢ de esta invencidon y un portador
farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, las composiciones
farmaceuticas comprenden ademas por lo menos uno, dos, tres, cuatro o mas
agentes adicionales, que incluyen, por ejemplo, un antagonista de VEGF. En
algunas realizaciones, los agentes adicionales se seleccionan de un agente
citotéxico, un agente quimioterapéutico, un agente inhibidor del crecimiento, o un
agente antiangiogénico. En algunas realizaciones, el antagonista de VEGF es un
anticuerpo anti-VEGF. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-VEGF es
bevacizumab. Asimismo, la invencién provee articulos de fabricacion y equipos
que comprenden instrucciones para la deteccidon de asfy (por ejemplo, en un
sujeto que se ha tratado con un antagonista de VEGF).

Otra realizacidn de la invencién provee métodos de tratamiento de sujetos
que sufren de una enfermedad o un trastorno que involucra la angiogénesis,
permeabilidad vascular o pérdida vascular anormales. Los métodos comprenden
la administracién al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de los

anticuerpos anti—asB1 que se describen en la presente solicitud, a fin de tratar de
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este modo la enfermedad o el trastorno {por ejemplo, mediante fa inhibicion parcial
o completa de la angiogénesis, la permeabilidad vascular o la pérdida vascular
anormales). En algunas realizaciones, se administra ademas al sujeto un
antagonista de VEGF. En algunas realizaciones, el antagonista de VEGF vy el
anticuerpo anti—asB, se administran en forma conjunta. En algunas realizaciones,
el antagonista de VEGF y el anticuerpo anti-asB; se administran en forma
sucesiva. En algunas realizaciones, la enfermedad o el trastorno es sensible a las
terapias con antagonista de VEGF. En algunas realizaciones, la enfermedad o el
trastorno se selecciona de: un tipo de cancer, una enfermedad inmunitaria o una
enfermedad ocular. De acuerdo con una realizacién, la enfermedad o el trastorno
se selecciona de: un tumor sélido, un tumor metastasico, un tumor de tejido .
blando, una enfermedad que tiene neovascularizacién ocular, una enfermedad
inflamatoria que presenta angiogénesis anormal, una enfermedad que surge como
consecuencia del trasplante en el sujeto, y una enfermedad gue presenta
proliferacion anormal de tejido fibrovascular. De acuerdo con otra realizacion, el
cancer se selecciona de: cancer de mama (que incluye cancer de mama
metastasico), cancer cervical, cancer colorrectal (que incluye cancer colorrectal
metastasico), cancer de pulmén (que incluye cancer de pulmén de células no
pequefas), linffoma no hodgkiniano (NHL, por sus siglas en inglés), leucemia
linfocitica crénica, cancer de célula renal, cancer de préstata que incluye cancer
de prostata con resistencia hormonal, cancer de higado, cancer de cabeza y
cuello, melanoma, cancer de ovario, mesotelioma, cancer de tejido blanco, tumor
estromal gastrointestinal, glioblastoma multiforme y mieloma multiple. De acuerdo
con ofra realizacion, la enfermedad se selecciona de: retinopatia, degeneracion
macular relacionada con la edad {por ejemplo, ADM (sigla en inglés de
"degeneracion macular de la edad") hiumeda), edema macular diabético, oclusion
venosa retiniana (RVO, por sus siglas en inglés) y AMD secalatrofia geografica
(para la prevencion del avance a AMD himeda) rubeosis; soriasis, una
enfermedad renal inflamatoria, sindrome urémico hemolitico, nefropatia diabética
(por ejemplo, retinopatia diabética proliferativa), artritis (por ejemplo, artritis

soriasica, artrosis, artritis reumatoide), enfermedad intestinal inflamatoria,



inflamacién cronica, désprendimiento de retina crénico, uveitis cronica, vitritis
cronica, rechazo de injefo  corneal, neovascularizacion  corneal,
neovascularizacion de injerto corneal, enfermedad de Crohn, miopia, enfermedad
neovascular ocular, enfermedad de Paget, penfigoide, poliarteritis, queratotomia
radial poslaser, neovascularizacion retiniana, sindrome de Sogren, colitis ulcerosa,
rechazo de injerto, inflamacion pulmonar, sindrome nefrético, edema, ascitis
asociadas con enfermedades malignas, accidente cerebrovascular, angiofibroma y
glaucoma neovascular. En una realizacion, los métodos ademas comprenden la
administracion de un agente terapéutico adicional (por ejemplo, un agente
antineoplasico, un agente quimioterapéutico, un agente inhibidor del crecimiento, o
un agente citotoxico) al sujeto.

Aun ofra realizacién de la invencién provee métodos de tratamiento de
cancer en un sujeto, donde los métodos comprenden: la administracion al sujeto
de una cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista de VEGF y un
anticuerpo "anti—asB4. En algunas realizaciones, el antagonista de VEGF vy el
anticuerpo anti-asf1 se administran en forma conjunta. En algunas realizaciones,
el antagonista de VEGF y el anticuerpo anti-asB; se administran en forma
sucesiva. En algunas realizaciones, el cancer es sensible a las terapias con
antagonista de VEGF.

Una realizacion adicional de la invencién provee métodos de tratamiento de
la degeneracion macular relacionada con la edad (AMD) (que incluye, por ejemplo,
degeneracion macular relacionada con la edad himeda) en un sujeto que sufre de
AMD, donde los métodos comprenden: la administracién al sujeto de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un antagonista de VEGF y un anticuerpo anti-asB. En
algunas realizaciones, el antagonista de VEGF y el anticuerpo anti-asBy se
administran en forma conjunta. En algunas realizaciones, el antagonista de VEGF
y el anticuerpo anti—asB, se administran en forma sucesiva. En aun otra
realizacion, se provee un método de tratamiento de una enfermedad
autoinmunitaria en un sujeto, que comprende la etapa de la administracién de una
cantidad terapeuticamente eficaz de un antagonista de VEGF y un antagonista de

asP1, en forma conjunta o sucesiva.



En algunas realizaciones, el antagonista de VEGF se administra
inicialmente al sujeto por tratar, y subsiguientemente, se administra al sujeto el
anticuerpo anti-asB4. En algunas realizaciones, el antagonista de VEGF y el
antagonista de asBy se administran al sujeto en forma simultanea. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti—asBi se administra inicialmente al sujeto por
tratar, y subsiguientemente, se administra al sujeto el antagonista de VEGF. En
algunas realizaciones, el sujeto es tratado con el antagonista de VEGF hasta que
el sujeto ya no responde al tratamiento con antagonista de VEGF, y luego, se trata
el sujeto con el anticuerpo anti—asBs. En una realizacién particular, el sujeto se
trata con el antagonista de VEGF cuando el cancer no es invasivo, o cuando se
presenta en una etapa temprana, y se trata con el anticuerpo anti—asBy cuando el
cancer es invasivo. En otra realizacion, el sujeto tratado con el anticuerpo anti—
as(34 tiene elevadas concentraciones de asB4 en un tejido enfermo, en comparacién
con tejido de un sujeto que no sufre de la enfermedad, o en comparaciéon con
tejido no enfermo. En este caso, el método ademéas puede incluir la etapa de
deteccion de asB; en el sujeto, por ejemplo, en un tejido enfermo luego del
tratamiento con un antagonista de VEGF. De acuerdo con una realizacion, el
cancer invasivo es un cancer con metastasis. De acuerdo con otra realizacion, el
cancer en etapa temprana es un tipo de cancer tratado con terapia
complementaria (por ejemplo, quimioterapia o0 remocion quirtrgica).

De acuerdo con una realizacién de esta invencion, el sujeto por ser tratado
con un anticuerpo anti~asBy sufre una recaida luego del tratamiento con
antagonista de VEGF, o se ha tornado resistente al tratamiento con antagonista de
VEGF. De acuerdo con otra realizacion, el sujeto por ser tratado con un anticuerpo
anti-asB4 y un antagonista de VEGF sufre de un tipo de cancer metastasico, o ha
sido tratado previamente con terapia complementaria. En una realizacion, el
paciente candidato ha sufrido una recaida, o es resistente a un agente
quimioterapéutico tal como irinotecano. Ejemplos de dichas enfermedades
incluyen, sin limitacién, cancer colorrectal metastasico, cancer colorrectal
metastasico de recaida, cancer de mama metastasico, cancer de mama

metastasico de recaida, cancer de mama metastasico HER2*, cancer de mama



tratado con tratamiento complementario, cancer de mama HER2"' tratado con
tratamiento complementario, cancer pancreatico metastasico, cancer de colon
tratado con tratamiento complementario, cancer de pulmon de células no
pequerias, cancer rectal tratado con tratamiento complementario, cancer de
pulmén de células no pequefas tratado con tratamiento complementario, cancer
de pulmén de células no pequefias metastasico, cancer de ovario metastasico,
cancer de célula renal metastasico, y cancer de célula renal tratado con
tratamiento complementario.

De conformidad con una realizacién, se administra al sujeto que sufre de
una enfermedad descripta en esta solicitud un tratamiento de mantenimiento luego
del tratamiento para la enfermedad con un antagonista de VEGF, donde el
tratamiento de mantenimiento consiste en un antagonista de asB¢ solo, o en forma
sucesiva o conjunta con un antagonista de VEGF.

En algunas realizaciones, el antagonista de VEGF se selecciona de: un
anticuerpo, una inmunoadhesina, un pepticuerpo, una molécula pequefa y un
acido nucleico que hibrida a una molécula de acido nucleico que codifica VEGF en
condiciones rigurosas {(por ejemplo, ribozima, ARNsi y aptamero). En algunas
realizaciones, el antagonista de VEGF es un anticuerpo (por ejemplo, un
anticuerpo monoclonal). De acuerdo con una realizacién, el anticuerpo anti-VEGF
es capaz de ser inhibido en forma competitiva para la unién a VEGF humano por
el anticuerpo Avastin®. De acuerdo con otra realizacion, el anticuerpo anti-VEGF
es humano, humanizado o quimérico. De acuerdo con una realizacién especifica,
el anticuerpo anti-VEGF es el anticuerpo Avastin®. De acuerdo con ofra
realizacion, el anticuerpo anti-VEGF se selecciona del grupc que consiste en un
fragmento Fab, Fab’, un fragmento F(ab),, Fv de cadena simple (scFv), un
fragmento Fv; un diacuerpo y un anticuerpo lineal. De acuerdo con otra
realizacion, el antagonista de VEGF es un anticuerpo biespecifico que se une
tanto a VEGF como a asB+ y es ademas un antagonista de asp,.

Una realizacién adicional de la invencion provee métodos de deteccién de
proteina asBs en una muestra que se sospecha contiene la proteina asB;. Los

metodos comprenden: (1) el contacto de los anticuerpos que se describen en la



presente solicitud, con la muestra; y la deteccién de la formaciéon de un complejo
entre el anticuerpo anti-asf1 y la proteina asBi. En algunas realizaciones, la
muestra es de un paciente diagnosticado con una enfermedad caracterizada por la
angiogénesis anormal, la permeabilidad vascular anormal, o la pérdida vascular.
Estas y otras realizaciones de la invencién se describen adicionalmente en

la descripcion detallada que sigue.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS.

La Figura 1 representa la alineacion de secuencias de los dominios
variables de cadena liviana para los siguientes: lambda 1ll humano; 18C12 de
hamster; 18C12.v.1.1 quimérico; h18C12.v3; h18C12.v6; h18C12.v6.1.Lam3;
h18C12.v6.2Lam3; y h18C12.v6.1.5.

La Figura 2 representa alineaciones de secuencias del dominio variable de
cadena pesada para los siguientes: 18C12 de hamster; h18C12.v3; h18C12.v6;
h18C12.v6.1.Lam3; h18C12.v6.2Lam3; y h18C12.v6.1.5.

La Figura 3 representa secuencias CDR de las variantes maduradas para
afinidad de h18C12.v3 y h18C12.v3: h18C12.v6; h18C12.v7; h18C12.v9;
h18C12.v15; h18C12.v16; h18C12.v28; h18C12.v30; h18C12.v51; h18C12.v54;
h18C12.v70; y h18C12.v78.

La Figura 4 representa los resultados de un ensayo ELISA de competicion
de fagos que demuestra la unién del clon parental h18C12.v3 y las variantes
maduradas para afinidad de 18C12 h18C12.v6; h18C12.v7; h18C12.v9;
h18C12.v15; h18C12.v16; h18C12.v28; h18C12.v30; h18C12.v51, h18C12.v54,
h18C12.v70; y h18C12.v78, a asB¢ integrina humana.

La Figura 5 representa los resuitados de un analisis BIACORE® de unién
del clon parental h18C12.v3 y las variantes maduradas para afinidad de
h18C12.v3 h18C12.v6; h18C12.v15; h18C12.v54; y h18C12.v70 a a5B1 integrina
humana.

La Figura 6 representa los resultados de un analisis BIACORE® de union de

18C12 quimérico y h18C12.v6.1.Lam3 a asB, integrina humana.
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La Figura 7 representa los resultados de un analisis BIACORE® de unién de
h18C12.v6.1 clones h18C12.v6.1.1, h18C12.v6.1.2, h18C12.v6.1.3,
h18C12.v6.14, y h18C12.v6.1.5, y expone la secuencia CDR-L2 en las
posiciones 50a, 50b, 50c y 50d para cada uno de los clones h18C12.v6.1.

~ LaFigura 8 representa los resultados de un ensayo de union de fibronectina
que compara la capacidad de 18C12 quimérico y h18C12.v6.1 para interferir con
la unién de células U837 a fibronectina.

La Figura 9 representa los resultados de un ensayo de unién de fibronectina
gque compara la capacidad de 18C12 de hamster y h18C12.v6.1.5 para interferir
con la unién de células U937 a fibronectina.

La Figura 10 representa los resultados de un ensayo de unidon de
fibronectina que compara la capacidad de 18C12 de hamster y h18C12.v6.1.5
para interferir con la unién de asf3, a fibronectina.

La Figura 11 representa los resultados de un ensayo de migracién HUVEC
que compara la capacidad de 18C12 quimérico y h18C12.v6.1 para interferir con
la migracién de células HUVEC a fibronectina.

La Figura 12 representa los resultados de un ensayo de xenoinjerto de
tumor que mide la capacidad de h18C12.v6.1.5 +/- anti-VEGF para aumentar la
supervivencia.

La Figura 13 representa los resultados de un ensayo de xenoinjerto de
tumor que mide la capacidad de h18C12.v6.1.5 +/- anti-VEGF para reducir la

carga tumoral.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION.

. Introduccidn.

La presente invencidn se basa en la identificacion de nuevos anticuerpos
que se unen a asB¢ integrina. Los anticuerpos para asB¢ derivan del anticuerpo
monoclonal 18C12, y pueden usarse en una diversidad de métodos terapéuticos y
de diagnéstico. Por ejemplo, los anticuerpos para asf3; pueden utilizarse solos 0 en
combinacion con otros agentes para el tratamiento de la angiogénesis anormal,

neoplasia, de enfermedades oculares y enfermedades autoinmunitarias. Los
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anticuerpos ademas pueden emplearse para la deteccién de proteina asBq en
pacientes 0 en muestras de pacientes, mediante la administracidon de los
anticuerpos para la proteina asBs a los pacientes, y la deteccién de anticuerpo
anti—asB¢ ligado a la proteina asB+ en una muestra del paciente (por ejemplo, in
vivo 0 ex vivo), o mediante el contacto de los anticuerpos con muestras de los
pacientes y la deteccidn cualitativa o cuantitativa del anticuerpo anti—asB, ligado a

la proteina asB34.

. Definiciones.

‘Alfabbetat”, o “a5B1”, “abb1”, o “asB4", es una integrina que comprende
dos proteinas diferentes (es decir, subunidades Alfab y beta1). La a581 ha
demostrado unirse a fibronectina, L1-CAM vy fibrinégeno. La a5B1 integrina
también se conoce como Activaciéon—-5 muy tardia, VLA-5, alfaSbetai,
CD49e/CD29, receptor de fibronectina, FNR y GPlc-lla. De acuerdo con una
realizacién, la proteina a5B1 es una proteina 581 humana.

“Alfad” se usa en esta solicitud de modo indistinto con CD489e, a5, integrina
subunidad alfa5, subunidad alfa VLA-5, subunidad IC de GPlc-lla, y FNR cadena
alfa se refiere a una subunidad de la asf4 integrina. Alfa5 tiene cuatro isoformas
generadas por el empalme alternativo (A-D), y que varian dentro de sus dominios
citoplasmicos. Las secuencias de aminoacidos para las isoformas humanas de
alfad pueden hallarse, por ejemplo, en los Nimeros de Acceso de Genbank:
X07979, U33879, U33882 y U33880, respectivamente.

‘Betal” es también denominada CD29, beta1, GPlla plaquetaria; VLA-
cadena beta; cadena de integrina beta;1, CD29; FNRB; MDF2; VLAB,; GPIIA;
MSK12 y VLASB. Las secuencias de aminoacidos para Betal humana pueden
hallarse, por ejemplo, en el Nro. de Acceso Genbank X06256.

El término "VEGF", de acuerdo con la presente solicitud, se refiere al factor
de crecimiento celular endotelial vascular humano de 165 aminoacidos y factores
de crecimiento celular endotelial vascular humanos relacionados de 121, 189 y
206 aminoacidos, como lo describen Leung et al, Science, 246: 1306 (1989), y

Houck et al, Mol. Endocrin., 5. 1806 (1981), junto con sus formas naturales
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alélicas y procesadas. El término "VEGF" ademas se refiere a VEGF de especies
no humanas, tales como ratén, rata o primate. A veces, el VEGF de una especie
determinada se indica con términos tales como hVEGF, para VEGF humano,
mVEGF, para VEGF murind, etc. El término "VEGF" se usa también para hacer
referencia a formas truncadas del polipéptide que comprenden los aminoacidos 8
a 109, 0 1 a 109, del factor de crecimiento celular endotelial vascular humano de
165 aminoacidos. La referencia a cualquiera de dichas formas de VEGF puede ser
identificada en la presente solicitud, por ejemplo, por medio de “VEGF (8-109)",
“VEGF (1-109)" 0 “VEGFg5". Las posiciones de aminoacidos para un VEGF nativo
"truncado" se enumeran segun lo indicado en la secuencia de VEGF nativa. Por
ejemplo, la posicién de aminodacido 17 (metionina) en VEGF nativo truncado
también es la posicion 17 (metionina) en VEGF nativo. ElI VEGF nativo truncado
tiene afinidad de unidén para los receptores KDR y Fit-1 comparable con VEGF
nativo. De acuerdo con una realizacion, el VEGF es un VEGF humano.

Un “antagonista de VEGF” se refiere a una molécula capaz de neutralizgr,
bloguear, inhibir, anular o reducir las actividades de VEGF, o de interferir con las
actividades de VEGF, que incluye su unién a VEGF o a uno © mas receptores de
VEGF, o al acido nucleico que los codifican. Preferentemente, el antagonista de
VEGF se une a VEGF o a un receptor de VEGF. Los antagonistas de VEGF
incluyen anticuerpos anti-VEGF y sus fragmentos de unién de antigeno,
polipéptidos que se unen a VEGF y receptores de VEGF y bloquean la interaccion
de ligando-receptor (por ejemplo, inmunoadhesinas, pepticuerpos), anticuerpos
antirreceptor VEGF y antagonistas del receptor VEGF tales como inhibidores de
molécula pequefia de las tirosina quinasas de VEGFR (sigla en inglés de "receptor
de factor de crecimiento endotelial vascular”), aptameros que se unen a VEGF y
acidos nucleicos que hibridan en condiciones rigurosas a secuencias de acido
nucleico que codifican VEGF o receptor VEGF (por ejemplo, ARNi). De acuerdo
con una realizacion, el antagonista de VEGF se une a VEGF e inhibe la
proliferacion celular endotelial inducida por VEGF in vitro. De acuerdo con una
realizacion, el antagonista de VEGF se une a VEGF o a un receptor de VEGF con

mayor afinidad que un no VEGF o un receptor no VEGF. De acuerdo con una
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realizacién, el antagonista de VEGF se une a VEGF 0 a un receptor de VEGF con
un valor Kd de entre 1 yM y 1 pM. De acuerdo con ofra realizacién, el antagonista
de VEGF se une a VEGF o a un receptor de VEGF con un valor entre 500 nM y 1
pM.

Conforme a una realizacién, el antagonista de VEGF se selecciona del
grupo que consiste en un polipéptido tal como un anticuerpo, un pepticuerpo, una
inmunoadhesina, una molécula pequefia ¢ un aptamero. En una realizacion, el
anticuerpo es un anticuerpo anti-VEGF tal como e! anticuerpo AVASTIN®, o un
anticuerpo antirreceptor VEGF tal como un ant—VEGFR2 o un anticuerpo anti-
VEGFR3. Otros ejemplos de antagenistas de VEGF incluyen: VEGF-Trap,
Mucagen, PTK787, SU11248, AG-013736, Bay 439006 (sorafenib), ZD-6474,
CP632, CP-547632, AZD-2171, CDP-171, SU-14813, CHIR-258, AEE-788,
SB786034, BAY579352, CDP-791, EG-3306, GW-786034, RWJ-
417975/CT6758 y KRN-633.

Un “anticuerpo anti-VEGF" es un anticuerpo que se une a VEGF con
suficiente afinidad y especificidad. Preferentemente, el anticuerpo anti-VEGF de la
invencién puede usarse como un agente terapéutico para dirigirse a enfermedades
o afecciones donde participa la actividad de VEGF, e interferir con ellas. Un
anticuerpo anti~VEGF habitualmente no se unird a otros homologos de VEGF,
tales como VEGF-B o VEGF-C, ni a otros factores de crecimiento tales como
PIGF, PDGF o bFGF. Un anticuerpo anti-VEGF es un anticuerpo monoclonal que
se une al mismo epitopo que el anticuerpo monoclonal anti-VEGF A4.6.1
producido por el hibridoma ATCC HB 10709. Mas preferentemente, el anticuerpo
anti-VEGF es un anticuerpo monoclonal anti-VEGF recombinado humanizado
generado de acuerdo con Presta ef al. (1997): Cancer Res., 57: 4593—-4599, que
incluye, sin limitacion, el anticuerpo conocido como bevacizumab (BV; Avastin®).
De acuerdo con otra realizacién, los anticuerpos anti—-VEGF que pueden usarse
incluyen, sin limitacion, los anticuerpos revelados en el documento WO
2005/012359. De acuerdo con una realizacion, el anticuerpo anti—-VEGF
comprende la regién pesada variable y la regién liviana variable de cualquiera de

los anticuerpos revelados en las Figuras 24, 25, 26, 27 y 29 de! documento WO

22>
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2005/012359 (por ejemplo, G6, G6-23, G6-31, G6-23.1, G6-23.2, B20, B204 y
B20.4.1). En otra realizacién, el anticuerpo anti-VEGF conocido como ranibizumab
es el antagonista de VEGF administrado para la enfermedad ocular, tal como
retinopatia diabética y AMD humeda.

El anticuerpo anti-VEGF “bevacizumab (BV)®, también conocido como
‘rhuMAb VEGF” o “Avastin®’, es un anticuerpc monoclonal recombinado
humanizado anti-VEGF generado de acuerdo con Presta ef al. (1997). Cancer

Res., 57: 4593-4599. Este anticuerpc comprende regiones de marco igG1

humanas mutadas y regiones de determinacion de complementariedad de unién

de antigeno del anticuerpo monoclonal anti-hVEGF murino A.4.6.1, que bloquea
la union de VEGF humano a sus receptores. Aproximadamente 93% de la
secuencia de aminoacidos de bevacizumab, que incluye la mayoria de las
regiones de marco, deriva de IgG1 humano, y aproximadamente 7% de la
secuencia deriva del anticuerpo murino A4.6.1. Bevacizumab tiene una masa
molecular de alrededor de 149.000 daltones, y es glicosilado. Otros anticuerpos
anti-VEGF incluyen los anticuerpos descriptos en la Patente de los Estados
Unidos Nro. 6.884.879 y en el documento WO 2005/044853.

El anticuerpo anti-VEGF ranibizumab, o el anticuerpo LUCENTIS® o
rhuFab V2 es un fragmento Fab de VEGF antihumano, madurado para afinidad,
humanizado. Ranibizumab es producido por medio de métodos de biotecnologia
convencionales en vector de expresion de E. cofi y fermentacion bacteriana.
Ranibizumab no es glicosilado, y tiene una masa molecular de ~48.000 daltones.
Ver los documentos WO 98/45331 y U. S. 2003/0190317.

Las moléculas, tales como anticuerpos, que se caracterizan por la union a
areas superpuestas o similares en un blanco, pueden identificarse por medio de
ensayos competitivos de inhibicidn y unién.

En una realizacién, se usan celulas HUVEC u otras células que expresan
asB1, en un ensayo de inhibicidon competitivo, y se utiliza FACS a fin de evaluar las
ubicaciones de unién de dos anticuerpos anti—asB:1 en relaciéon entre si. Por
ejemplo, las células HUVEC pueden lavarse en un tubo conico y centrifugarse 5

min @ 1000 r. p. m. La miniesfera tipicamente se lava dos veces. A continuacién,
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las células pueden ser resuspendidas, contadas, y mantenidas en hielo hasta el
uso. Pueden agregarse al receptaculo 100 pl de un primer anticuerpo anti—sB.
(por ejemplo, iniciando en una concentracién de 1 ug/ml o concentracion menor).
A continuacién, pueden agregarse 100 pl de células {por ejemplo, 20 x 10° células)
por receptaculo, e incubarse en hielo durante 30 min. Luego, pueden agregarse
100 pl de un anticuerpo anti—asBs biotinilado (5 pg/ml de carga) a cada
receptaculo, e incubarse en hielo durante 30 min. Luego se lavan las céiulas y se
miniesferizan durante 5 min @ 1000 r. p. m. Se aspira el sobrenadante. Se agrega
al receptaculo estreptavidinda R—ficoeritrina conjugada (Jackson 016—110-084)
(100 pl @ 1:1000). A continuacién, la placa puede envolverse en lamina de
aluminio e incubarse en hielo durante 30 min. Luego de la incubacién, la
miniesfera puede lavarse y miniesferizarse 5 min @ 1000 r. p. m. La miniesfera
puede resuspenderse y transferirse a tubos de microvaloracién para el analisis
FACS.

Un “agente o factor angiogénico” es un factor de crecimiento o su receptor
que participa en la estimulacion del desarrollo de vasos sanguinecs, por ejemplo,
favorece la angiogénesis, el crecimiento celular endotelial, la estabilidad de vasos
sanguineos y la vasculogénesis, efc. Por ejemplo, los factores angiogénicos
incluyen, sin limitacion, VEGF y miembros de la familia VEGF y sus receptores
(VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGFR1, VEGFR2 y VEGFR3), PIGF, la familia
POGF, la familia de factor de crecimiento de fibroblasto (FGF, por sus siglas en
inglés), ligandos TIE (sigla en inglés de "tirosina quinasa con dominios de tipo
inmunoglobulina y de tipo EGF (factor de crecimiento epidérmico)")
(Angiopoyetinas, ANGPT1, ANGPT2), TIE1, TIE2, efrinas, Bv8, ligando 4 de tipo
Delta (DLL4), Del-1, factores de crecimiento de fibroblasto: acidos (aFGF) y
basicos (bFGF), FGF4, FGF9, BMP9, BMP10; folistatina, factor estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF, por sus siglas en inglés), GM-CSF (sigla en
inglés de "factor estimulante de colonias de granulocitos—macréfagos"), factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF, por sus siglas en inglés)/ factor de diseminacion
(SF, por sus siglas en inglés), interleuguina—8 (IL-8), CXCL12, Ieptina, midquina,

neuropilinas, NRP1, NRP2, factor de crecimiento placentario, factor de crecimiento
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celular endotelial derivade de plaquetas (PD-ECGF, por sus siglas en inglés),
factor de crecimiento derivado de plaquetas, en especial, PDGF-BB, PDGFR-alfa
o PDGFR-beta, pleiotrofina (PTN), progranulina, proliferina, factor alfa de
crecimiento de transformacion (TGF—alfa, por sus siglas en inglés), factor beta de
crecimiento de transformacién (TGF-beta), factor—alfa de necrosis tumoral (TNF-
alfa, por sus siglas en inglés), Alk1, CXCR4, Notch1, Notch4, Sema3A, Sema3C,
Sema3F, Robo4, etc. Ademas incluyen factores que favorecen la angiogénesis,
tales como ESM1 y Perlecan. Asimismo, incluyen factores que aceleran la
curacion de heridas tales como la hormona de crecimiento, factor—| de crecimiento
de tipo insulinico ({IGF-I, por sus siglas en inglés), VIGF, factor de crecimiento
epidérmico (EGF), dominio de tipo EGF, muitiple 7 (EGFL7), CTGF y miembros de
su familia, y TGF-alfa y TGF-beta. Ver, por ejemplo, las referencias de Klagsbrun
y D'Amore (1991): Annu. Rev. Physiol., 53. 217-39; Streit y Detmar (2003),
Oncogene 22: 3172-3179; Ferrara & Alitalo (1999), Nature Medicine 5 (12): 1359—
1364; Tonini et al. (2003): Oncogene 22: 6549-6556 (por ejemplo, la Tabla 1 lista
factores angiogénicos conoc‘i'dos); y Sato {2003), Int. J. Clin. Oncol., 8: 200-2086.
Un "agente antiangiogénico" o “inhibidor angiogénico" se refiere a un agente
de peso molecular pequeio, un polinucledtido (que incluye, por ejemplo, un ARN
inhibidor (ARNi o ARNSsi)), un polipéptido, una proteina aislada, una proteina
recombinada, un anticuerpo, o sus conjugados o proteinas de fusién, que inhibe la
angiogénesis, vasculogénesis, o la permeabilidad vascular indeseables, ya sea en
forma directa, ya sea en forma indirecta. Debe entenderse que el agente
antiangiogénico incluye aquellos agentes que se unen a la actividad angiogénica
del factor angiogénico o su receptor, y la bloquean. Por ejemplo, un agente
antiangiogénico es un anticuerpo u otro antagonista para un agente angiogénico,
como se define con anterioridad, por ejemplo, anticuerpos para VEGF-A o para el
receptor de VEGF-A (por ejemplo, el receptor KDR o e! receptor Fit-1),
inhibidores anti-PDGFR (sigla en inglés de "receptor de factor de crecimiento
derivado de plaqueta"), moléculas pequefias que bloquean la sefalizacion del
receptor de VEGF (por ejemplo, PTK787/ZK2284, SU6668, SUTENT®/SU11248

(sunitinib malato), AMG7086, o aquellos descriptos, por ejemplo, en la Solicitud de
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Patente Internacional WO 2004/113304). Los agentes antiangiogénicos incluyen,
sin limitacién, los siguientes agentes: inhibidores de VEGF tales como un
antagonista especifico de VEGF, inhibidor de EGF, inhibidores de EGFR (sigla en
inglés de "receptor de factor de crecimiento epidérmico”), Erbitux® (cetuximab,
ImClone Systems, Inc., Branchburg, N.J.), Vectibix® (panitumumab, Amgen,
Thousand Oaks, CA), inhibidores de TIE2, inhibidores de IGF1R, inhibidores de
COX-Il (ciclooxigenasa 1), inhibidores de MMP-2 {metaloproteinasa de matriz 2) y
MMP-9 (metaloproteinasa de matriz 9), CP-547,632 (Pfizer Inc., NY, USA),
Axitinib (Pfizer Inc.; AG-013736), ZD-6474 (AstraZeneca), AEE788 (Novartis),
AZD-2171), VEGF Trap (Regeneron/Aventis), Vatalanib (también conocido como
PTK-787, ZK-222584: Novartis & Schering A G), Macugen (pegaptanib
octasédico, NX-1838, EYE-001, Pfizer Inc./Gilead/Eyetech), IM862 (Cytran Inc. of
Kirkland, Wash., USA); y angiozima, una ribozima sintética de Ribozyme (Boulder,
Colo.) y Chiron (Emeryville, Calif.), y sus combinaciones. Otros inhibidores de la
angiogénesis abarcan trombospondina 1, trombospondina 2, colageno IV y
coladgeno XVIII. Los inhibidores de VEGF se revelan en las Patentes de los
Estados Unidos Nros. 6.534.524 y 6.235.764, ambas, incorporadas en su totalidad
para todos los propésitos. Los agentes antiangiogénicos ademas incluyen
inhibidores de la angiogénesis nativos, por ejemplo, angiostatina, endostatina, etc.
Ver, por ejemplo, las referencias de Klagsbrun and D’Amore (1991), Annu. Rev.
Physiol., 53: 217-39; Streit and Detmar (2003), Oncogene 22: 3172-3179 (por
ejemplo, la Tabla 3, que lista la terapia antiangiogénica en melanoma maligno);
Ferrara & Alitalo (1999), Nature Medicine 5 (12): 1359-1364; Tonini ef al. (2003),
Oncogene, 22: 6549-6556 (por ejemplo, la Tabla 2, que lista factores
antiangiogénicos conocidos); y Sato (2003), Int. J. Clin. Oncol. 8: 200-206 (por
ejemplo, la Tabla 1, que lista agentes antiangiogénicos utilizados en ensayos
clinicos).

El término “terapia antiangiogénica” se refiere a una terapia util para la
inhibicion de la angiogénesis, que comprende la administracién de un agente

antiangiogenico.
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El “Kd” o “valor Kd” para un anticuerpc anti-VEGF de acuerdo con esta
invencion, en una realizaciéon, se mide por medio de un ensayo de unién de VEGF
radiomarcado (RIA, por sus siglas en inglés) efectuado con la version Fab del
anticuerpo y una molécula VEGF, como se describe por medio del siguiente
ensayo que mide la afinidad de union de solucidén de Fab para VEGF, o mediante
el equilibric de Fab con una concentraciéon minima de molécula VEGF(109)
marcada con (*?°l) en presencia de una serie de valoracién de VEGF no marcado,
luego la captura de VEGF ligado con una placa revestida con anticuerpo anti—Fab
(Chen, et al. (1999), J. Mol. Biol, 293. 865-881). A fin de establecer las
condiciones para el ensayo, se revisten placas de microvaloracién (Dynex) durante
la noche con 5 ug/ml de un anticuerpo anti-Fab de captura {(Cappel Labs) en
carbonato de sodio, 50 mM (pH 9,6), y posteriormente, se blogquean con albumina
de suero bovino al 2% (p/v) en PBS durante dos a cinco horas, a temperatura
ambiente (aproximadamente 23°C). En una placa no adsorbente (Nunc #269620),
se mezclan 100 pM o 26 pM de ["?*I]VEGF(109) con diluciones seriales de un Fab
de interés (por ejemplo, Fab-12, en la referencia de Presta ef al. (1997): Cancer
Res., 57: 4593-4599). El Fab de interés luego se incuba durante la noche; sin
embargo, la incubacién puede continuar durante un periodo de 65 horas, a fin de
garantizar el logro de equilibrio. A continuacion, las mezclas se transfieren a la
placa de captura para la incubacién a temperatura ambiente durante una hora.
Luego se remueve la solucién, y la placa se lava ocho veces con Tween-20 al
0,1% en PBS. Una vez secadas las placas, se agregan 150 plireceptaculo de
centellante (MicroScint—20; Packard), y las placas se someten a recuento en un
contador gamma Topcount (Packard) durante diez minutos. Las concentraciones
de cada Fab que proporcionan menos del 20%, o igual al 20%, de unidén maxima
se seleccionan para el uso en ensayos de unién competitiva. De acuerdo con otra
realizacion, se mide el Kd o valor Kd usando ensayos de resonancia de plasmén
de superficie, empleando un instrumento BIACORE™-2000, o un instrumento
BIACORE™-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ), a 25°C, con chips CM5 de
molécula blanco inmovilizada hVEGF(8-109) a ~10 unidades de respuesta (UR).

Brevemente, se activan chips biosensores de dextrano carboximetilado (CMS5,
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BlAcore Inc., con N—etil-N'—(3—dimetilaminopropil)-carbodiimida clorhidrato (EDC)
y N-hidroxisuccinimida (NHS), de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Se
diluye VEGF humano con acetato de sodio, 10 mM, pH 4,8, a 5 ug/ml, antes de la
inyeccion con un caudal de 5 p/minuto, a fin de lograr aproximadamente 10
unidades de respuesta (UR) de proteina acoplada. Luego de la inyeccion de VEGF
humano, se inyecta etanolamina, 1 M, de manera de bloquear los grupos no
reaccionados. Para las mediciones de cinética, se inyectan diluciones dobles
sucesivas de Fab (0,78 nM a 500 nM) en PBS con 0,05% de Tween-20 (PBST
(sigla en inglés de "solucién salina regulada con fosfato con Tween 20") a 25°C,
con un caudal de aproximadamente 25 pl/min. Se calculan los indices de
asociacion (ken) y los indices de disociacion (ko) usando un simple modelo de
union Langmuir de uno a uno (BIACORE® Evaluation Software version 3.2),
medtante la adaptacion simultanea de los sensogramas de asociacion y de
discciacién. Se calcula la constante de disociacion de equilibrio (Kd) como la
relacion Keukon. Ver, por ejemplo, la referencia de Chen, Y. et al. (1999): J. Mol.
Biol., 293: 865-881. Si el indice de asociacién excede 10° M™ S~ por el ensayo
de resonancia de plasmén de superficie anterior, entonces puede determinarse el
indice de asociacién usando una técnica de apagado fluorescente que mide el
incremento o la disminucion de la intensidad de emisiéon de fluorescencia
(excitacién = 295 nm; emisiéon = 340 nm; pase de banda de 16 nm) a 25°C, de un
anticuerpo anti-VEGF, 20 nM (forma Fab), en PBS, pH 7,2, en presencia de
concentraciones crecientes de la forma corta de VEGF humano (8-109) o VEGF
de raton, medido en un espectrometro, tal como un espectrofotémetro equipado
con flujo de detencién (Aviv Instruments), o un espectrofotémetro 8000—series
SLM-AMINCO (ThermoSpectronic) con una probeta agitada. Pueden efectuarse
ensayos de union similares para la determinacion del Kd de un anticuerpo o Fab
anti—-a5B1 usando a5831 como el blanco.

De acuerdo con la presente solicitud, un sujeto por ser tratado es un
mamifero (por ejemplo, humano, primate no humano, rata, ratén, vaca, caballo,
cerdo, oveja, cabra, perro, gato, etc.). El sujeto puede ser un paciente clinico, un

voluntario de ensayo clinico, un animal experimental, etc. Puede sospecharse que

24
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el sujeto tiene cancer, una enfermedad inmunitaria, o cualquier otra enfermedad
que presente angiogénesis anormal, o puede sospecharse que el paciente
presente riesgo de dichas enfermedades; o el paciente puede haber sido
diagnosticado con cancer, una enfermedad inmunitaria © cualquier otra
enfermedad que tenga angiogénesis anormal. Muchos métodos de diagnéstico de
cancer, enfermedad inmunitaria o cualquier otra enfermedad que presente
angiogénesis anormal, y la delineacion clinica de dichas enfermedades, se
conocen en ¢! arte. De acuerdo con una realizacion, el sujeto por ser tratado de
acuerdo con esta invenciéon es un humano.

La “"angiogénesis anormal’” se produce cuando crecen nuevos vasos
sanguineos en forma excesiva o de otro modo inapropiado (por ejemplo, la
ubicacion, el tiempo, el grado o el inicio de la angiogénesis son indeseados desde
el punto de vista médico) en una enfermedad, o de modo tal que se produce una
enfermedad. En algunos casos, la angiogénesis excesiva, descontrolada o de otro
modo inapropiada se produce cuando hay crecimiento de nuevos vasos
sanguineos que contribuye al empeoramiento de la enfermedad, o causa una
enfermedad, tal como en el caso del cancer, especialmente, tumores solidos
vascularizados y tumores metastasicos (que incluyen cancer de colon, cancer de
pulmén (en especial, ¢ancer de pulmon de células pequefias) o cancer de
prostata); enfermedades causadas por la neovascularizacion ocular,
especialmente, ceguera diabetica, retinopatias, retinopatia diabética primaria, o
degeneracion macular relacionada con la edad, neovascularizacion coroidal (CNV,
por sus siglas en inglés), edema macular diabetico, miopia patolégica, enfermedad
de von Hippel-Lindau, histoplasmosis del 0jo, oclusion venosa retiniana central
(CRVO, por sus siglas en inglés), neovascularizaciéon corneal, neovascularizacion
retiniana y rubeosis; soriasis, artritis soridsica, hemangioblastoma tal como
hemangioma; enfermedades renales inflamatorias, tales como glomerulonefritis,
en especial, glomerulonefritis mesangioproliferativa, sindrome urémico hemolitico,
nefropatia diabética o nefroesclerosis hipertensiva; diversas enfermedades
inflamatorias, tales como artritis, en especial, artritis reumatoide, enfermedad

intestinal inflamatoria, soriasis, sarcoidosis, arterioesclerosis arterial vy
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enfermedades que se producen luego de trasplantes; endometriosis o asma
crénica, y mas de setenta afecciones adicionales. Los nuevos vasos sanguineos
pueden alimentar los tejidos enfermos, destruir tejidos normales y, en el caso del
cancer, los nuevos vasos pueden permitir el escape de las células tumorales hacia
el torrente sanguineo, y su alojamiento en otros drganos (metastasis tumorales).
La presente invencion contempla el tratamiento de aquellos pacientes que
presentan riesgo de manifestar las enfermedades mencionadas anteriormente.

La “permeabilidad vascular anormal” se produce cuando el flujo de liquidos,
moleéculas (por ejemplo, iones y nutrientes) y células (por ejemplo, linfocitos) entre
los compartimientos vasculares y extravasculares es excesivo o de otro modo
inapropiado (por ejemplo, la ubicacion, el tiempo, grado o inicio de Ia
permeabilidad vascular son indeseados desde el punto de vista médico) en una
enfermedad, o causa una enfermedad. La permeabilidad vascular anormal puede
conducir a la excesiva o de otro modo inapropiada “pérdida” de iones, agua,
nutrientes © células a través de la vasculatura. En algunos casos, la excesiva,
descontrolada o de otro modo inapropiada permeabilidad vascular o pérdida
vascular exacerba o induce enfermedades que incluyen, por ejemplo, edema
asociado con tumores, por ejemplo, tumores cerebrales; ascitis asociada con
enfermedades malignas; sindrome de Meigs; inflamacién pulmonar; sindrome
nefrotico, derrame pericardico; derrame pleural; permeabilidad asociada con
enfermedades cardiovasculares, por ejemplo, la afeccion como consecuencia de
infarto de miocardio y accidente cerebrovascular, y similares. La presente
invencién contempla el tratamiento de aquellos pacientes que han manifestado las
enfermedades y los trastornos asociados con la pérdida o permeabilidad vascular
anormal, o que presentan riesgo de manifestar dichas enfermedades y trastornos.

Otros pacientes que son candidatos para recibir los anticuerpos o
polipeptidos de esta invencidn manifiestan o se encuentran en riesgo de
manifestar la proliferacion anormal de tejido fibrovascular, acné rosacea, sindrome
de inmunodeficiencia adquirida, oclusion arterial, queratitis atopica, Ulceras
bacterianas, enfermedad de Bechet, tumores portados por la sangre, enfermedad

obstructiva de ia carétida, neovascularizacidon coroidal, inflamacion crénica,

!
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desprendimiento de retina cronico, uveitis cronica, vitritis cronica, uso excesivo de
lentes de contacto, rechazo de injerto corneal, neovascularizacion corneal,
neovascularizacion de injerto corneal, enfermedad de Crohn, enfermedad de
Eales, queratoconjuntivitis epidémica, ulceras fungicas, infecciones de herpes
simple, infecciones de herpes zoster, sindromes de hiperviscosidad, sarcoma de
Kaposi, leucemia, degeneracién lipida, enfermedad de Lyme, queratolisis
marginal, ulcera de Mooren, infecciones micobacterianas diferentes de lepra,
miopia, enfermedad neovascular ocular, fosas 6pticas, sindrome de Osler-Weber
(Osler—-Weber—Rendu), artrosis, enfermedad de Paget, pars planitis, penfigoide,
filectenulosis, poliarteritis, complicaciones poslaser, infecciones protozoarias,
pseudoxantoma elastico, queratoconjuntivitis seca por pterigion, queratotomia
radial, neovascularizacion retiniana, retinopatia de prematuro, fibroplasias
retrolentales, sarcoide, escleritis, anemia de célula falciforme, sindrome de
Sogren, tumores sdlidos, enfermedad de Stargarts, enfermedad de Steven's
Johnson, queratitis limbica superior, sifilis, lupus sistémico, degeneracién marginal
de Terrien, toxoplasmosis, traumatismo, tumores de sarcoma de Ewing, tumores
de neuroblastoma, tumores de osteosarcoma, tumores de retinoblastoma, tumores
de rabdomiosarcoma, colitis ulcerosa, oclusién venosa, deficiencia de vitamina A 'y
sarcoidosis de Wegeners; angiogénesis indeseadas asociadas con diabetes,
enfermedades parasitarias, curacidon anormal de heridas, hipertrofia luego de la
cirugia, lesion o traumatismo, inhibicién del crecimiento de cabello, inhibicién de la
ovulacion y formacion del cuerpo |Gteo, inhibicion de la implantacién e inhibicién
del desarrollo embrionario en el Gtero.

Las terapias antiangiogénicas son dtiles en el tratamiento general de
rechazo de injertos, inflamacion pulmonar, sindrome nefrético, preeclampsia,
derrame pericardico, tal como aquel asociado con pericarditis, y derrame pleural,
enfermedades y trastornos caracterizados por la pérdida o permeabilidad vascular
indeseable, por ejemplo, edema asociado con tumores que incluyen, por ejemplo,
tumores cerebrales, ascitis asociadas con enfermedades malignas, sindrome de

Meigs, inflamacién pulmonar, sindrome nefrético, derrame pericardico, derrame
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pleural, permeabilidad asociada con enfermedades cardiovasculares tales como la
afeccion luego de infarto de miocardio y accidente cerebrovascular y similares.

Otras enfermedades dependientes de la angiogénesis de acuerdo con esta
invencion incluyen angiofibroma (sangre anormal de los vasos que son propensos
al sangrado), glaucoma neovascular (crecimiento de vasos sanguineos en el 0jo),
malformaciones arteriovenosas (comunicacidén anormal entre arterias y venas), no
union de fracturas (fracturas que no sanaran), placas ateroescleréticas
(endurecimiento de las arterias), granuloma piogénico (lesion de la piel com(n
compuesta por vasos sanguineos), esclerodermia (una forma de enfermedad del
tejido conectivo), hemangioma (tumor compuesto por vasos sanguineos), tracoma
(principal causa de ceguera en el tercer mundo), articulaciones hemofilicas,
adhesiones vasculares y cicatrices hipertréficas (formacion cicatricial anormal).

De acuerdo con la presente solicitud, el término “tratamiento” (y sus
variaciones gramaticales, como "tratar") se refiere a la administracién de un
compuesto o0 de una composicion farmacéutica con propédsitos profilacticos o
terapéuticos. El "tratamiento de una enfermedad" o el uso para el "tratamiento
terapeutico” se refiere a la administracion de tratamiento a un sujeto que ya sufre
de una enfermedad, a fin de mejorar la afeccién del sujeto. Los efectos deseables
del tratamiento incluyen, sin limitacién, la prevencion de la recurrencia de la
enfermedad, el alivio de los sintomas, la disminucién de cualquier consecuencia
patologica directa o indirecta de la enfermedad, la prevencién de metastasis, la
disminucion del indice de avance de la enfermedad, el alivio o l1a paliacién de la
enfermedad, y la remision, o el mejor prondstico. En algunas realizaciones, los
anticuerpos de la invencién se usan para demorar el desarrollo de una
enfermedad, o para disminuir el avance de una enfermedad. Preferentemente, se
diagnostica que el sujeto sufre de una enfermedad que tiene angiogénesis
anormal, sobre la base de la identificacion de cualquiera de los sintomas
caracteristicos que se describen a continuacion, o el uso de los métodos de
diagnéstico que se describen en esta solicitud. La "prevencion de enfermedad"” se
refiere al tratamiento profilactico de un sujeto que adn no ha enfermado, pero que

es sensible a una enfermedad o presenta riesgo de manifestar una enfermedad
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particular. Preferentemente, se determina que un sujeto presenta riesgo de
manifestar una enfermedad que tiene angiogénesis anormal empleando los
meétodos de diagnostico que se describen en la presente solicitud.

La expresion “tratar o aliviar” significa el alivio de una afeccion o de los
sintomas de la afeccion antes o después de su inicio. En comparaciéon con un
control no tratado equivalente, dicho alivio o grado de tratamiento es por lo menos
5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% 6 100%, medido por
cualquier técnica convencional.

Los términos “recurrencia” o “recaida” se refieren al retorno de un tipo de
cancer o de una enfermedad luego de la evaluacidn clinica de la desapariciéon de
la enfermedad. Un diagnéstico de metastasis distante o recurrencia local puede
considerarse una recaida.

El término “resistente” se refiere a la resistencia o a la falta de respuesta de
una enfermedad o afeccién a un tratamiento (por ejemplo, la cantidad de células
plasmaticas neoplasicas incrementa aun cuando se proporciona tratamiento). En
ciertas realizaciones, el término ‘resistente” se refiere a la resistencia o a la faita
de respuesta a cualquier tratamiento previo que incluye, sin limitacion, antagonista
de VEGF, agentes antiangiogénicos y tratamientos quimioterapéuticos. En ciertas
realizaciones, el término “resistente” se refiere a una falta de respuesta intrinseca
de una enfermedad o afeccidén a cualquier tratamiento previo, que comprende un
antagonista de VEGF, agenies antiangiogénicos o tratamiento de quimioterapia.
En ciertas realizaciones, el antagonista de VEGF es un anticuerpo anti—VEGF.

El término “recaida” se refiere a la regresion de la enfermedad de! paciente
nuevamente a su estado de enfermedad anterior, especialmente, el retorno de los
sintomas luego de una recuperacion aparente o recuperacién parcial. En ciertas
rea!izaciones,_ el estado de recaida se refiere al proceso de retorno o al retorno a
la enfermedad antes del tratamiento previo, que incluye, sin limitacion, antagonista
de VEGF, agentes antiangiogénicos o tratamiento de quimioterapia. En ciertas
realizaciones, el estado de recaida se refiere al proceso de retorno o al retorno a
la enfermedad luego de una fuerte respuesta inicial a una terapia contra el cancer,

que comprende un antagonista de VEGF, agentes antiangiogénicos y tratamientos
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quimioterapéuticos. En ciertas realizaciones, el antagonista de VEGF es un
anticuerpo anti-VEGF.

El termino “terapia complementaria” se refiere al tratamiento proporcionado
después de la terapia primaria, habitualmente, la cirugia. La terapia
complementaria para el cancer o la enfermedad puede incluir terapia inmunitaria,
quimioterapia, terapia de radiacion o terapia hormonal.

El término “terapia de mantenimiento” se refiere al nuevo tratamiento
programado que se proporciona a fin de ayudar a mantener los efectos de un
tratamiento previo. La terapia de mantenimiento a menudo se proporciona a fin de
ayudar a mantener el cancer en remision, o prolongar una respuesta a una terapia
especifica, sin consideracion del avance de la enfermedad.

El término “cancer invasivo” se refiere al cancer que se ha diseminado mas
alla de la capa de tejido donde se inicid, hacia los tejidos circundantes normales.
Los tipos de cancer invasivos pueden ser metastasicos o no metastasicos.

El término “cancer no invasivo” se refiere a cancer de etapa muy temprana,
0 a cancer que no se ha diseminado mas alla del tejido de origen.

El termino “sobrevida libre de avance”, en oncologia, se refiere al periodo
de tiempo durante el tratamiento y después del tratamiento, en que el cancer no
crece. La sobrevida libre de avance incluye el periodo de tiempo en que los
pacientes han experimentado una respuesta completa o una respuesta parcial, al
igual que el periodo de tiempo en que los pacientes han experimentado la
enfermedad estable.

El término “enfermedad progresiva®, en oncologia, puede hacer referencia
al crecimiento de un tumor de mas del 20 por ciento desde el inicio de tratamiento
-0 bien debido a un incremento en la masa, o a una diseminacion en el tumor.

Un "trastorno” es cualquier afeccion que se beneficiara con el tratamiento
del anticuerpo, por ejemplo, en mamiferos que sufren de angiogénesis anormal o
que necesitan profilaxis contra la angiogénesis anormal (angiogénesis excesiva,
inapropiada o descontrolada) o la pérdida o permeabilidad vascular anormal. Esto
incluye enfermedades y trastornos cronicos y agudos que abarcan aquellas

afecciones patoldgicas que predisponen al mamifero al trastorno en cuestion.
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Ejemplos no limitativos de trastornos por tratar en esta solicitud incluyen tumores
malignos y benignos; enfermedades malignas no leucémicas y linfoides; trastornos
neuronales, gliales, astrociticos, hipotalamicos y ofros trastornos glandulares,
trastornos macrofagicos, epiteliales, estromales y blastocélicos, y trastornos
inflamatorios, angiogénicos e inmunoloégicos.

Los términos "cancer" y "neoplasico” describen o se refieren a la afeccion
fisioldgica en mamiferos, tipicamente caracterizada por el crecimiento celular no
regulado. Ejemplos de tipos de cancer incluyen, sin limitacion, carcinoma, linfoma,
blastoma, sarcoma y leucemia. Ejemplos mas particulares de dichos tipos de
cancer incluyen cancer de célula escamosa, glioblastoma, cancer cervical, cancer
de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer
de colon, cancer colorrectal, carcinoma endometrial, carcinoma de la glandula
salivar, cancer de rifion, cancer renal, cancer de prostata, cancer de vulva, cancer
tiroideo, carcinoma hepatico, cancer de cabeza y cuello, cancer rectal, cancer
colorrectal, cancer de pulmén, que incluye cancer de pulmén de células pequeiias,
cancer de pulmén de células no pequefias, adenocarcinoma del pulmén y
carcinoma escamoso del pulmén, cancer de célula escamosa (por ejemplo, cancer
de célula escamosa epitelial), cancer de prostata, cancer del peritoneo, cancer
hepatocelular, cancer gastrico o estomacal, que incluye cancer gastrointestinal,
cancer pancredtico, glioblastoma, retinoblastoma, astrocitoma, tecomas,
arrenoblastomas, hepatoma; enfermedades malignas hematolégicas que incluyen
linfeoma no hodgkiniano (NHL), mieloma multiple y enfermedades hematoldgicas
agudas; carcinoma endometrial o uterino, endometriosis, fibrosarcomas,
coriocarcinoma, carcinoma de las glandulas salivares, cancer de la vulva, cancer
tiroideo, carcinomas esofégicos, carcinoma hepatico, carcinoma anal, carcinoma
peniano, carcinoma nasofaringeo, carcinomas laringeos, sarcoma de Kaposi,
melanoma, carcinomas cutaneos, schwanoma, oligodendroglioma,
neuroblastomas, rabdomiosarcoma, sarcoma osteogénico, liomiosarcomas,
carcinomas del tracto urinario, carcinomas tiroideos, tumor de Wilm, al igual que
linfoma de células B (que incluye linfoma no hodgkiniano (NHL) folicular/de bajo

grado; NHL linfocitico pequefio (SL, por sus siglas en inglés); NHL folicular/de
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grado intermedio; NHL difuso de grado intermedio; NHL ihmunobléstico de alto
grado; NHL linfoblastico de alto grado; NHL de célula no disociada pequeria de
alto grado; NHL de tipo enfermedad voluminosa; linfoma de célula epitelial; linfoma
relacionado con sida; y macroglobulinemia de Waldenstrom}); leucemia linfocitica
cronica (CLL, por sus siglas en inglés); leucemia linfoblastica aguda (ALL, por sus
siglas en inglés); tricoleucemia; leucemia mieloblastica crénica; y trastorno
linfoproliferativo postrasplante (PTLD, por sus siglas en inglés), al igual que la
proliferaciéon vascular anormal asociada con facomatosis, y sindrome de Meigs.

El término "tumor", de acuerdo con esta solicitud, se refiere a todo
crecimiento celular y toda proliferacion neoplasicos, malignos o benignos, y a
todas las células y los tejidos preneoplasicos y neoplasicos.

E! término “composicidn antineoplasica” o “agente antineoplasico” se refiere
a una composicion 0til en el tratamiento de cancer, que comprende por lo menos
un agente terapeutico activo, por ejemplo, un “agente antineoplasico". Ejemplos de
agentes terapeuticos (agentes antineoplasicos) incluyen, sin limitacion, por
ejemplo, agentes quimioterapéuticos, agentes inhibidores del crecimiento, agentes
citotoxicos, agentes utilizados en terapia de radiacion, agentes antiangiogénicos,
agentes apoptoticos, agentes contra la tubulina y otros agentes para el tratamiento
del cancer, tales como anticuerpos anti-HER-2, anticuerpos anti-CD20, un
antagonista del receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR, segun su
sigla en inglés) (por ejemplo, un inhibidor de tirosina quinasa), inhibidor de
HER1/EGFR (por ejemplo, erlotinib (Tarceva™), inhibidores de factores de
crecimiento derivados de plaquetas (por ejemplo, Gleevec™ (Imatinib mesilato)),
un inhibidor de COX-2 (por ejemplo, celecoxib), interferones, citoquinas,
antagonistas (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) que se unen a uno 0 mas
de los siguientes blancos: ErbB2, ErbB3, ErbB4, PDGFR-beta, BAFF, BR3,
APRIL, BCMA o receptores VEGF, TRAIL/Apo2, y otros agentes bioactivos y
quimicos organicos, etc. Se contemplan también en esta invencion las
combinaciones de los anteriores.

Un "agente inhibidor del crecimiento”, utilizado en la presente solicitud, se

refiere a un compuesto o una composicién que inhibe el crecimiento o la
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proliferacion de una célula, ya sea in vitro, ya sea in vivo. Por lo tanto, el agente
inhibidor del crecimiento puede ser un agente que reduce de manera significativa
el porcentaje de células en fase S. Ejemplos de agentes inhibidores del
crecimiento incluyen agentes que bloquean el avance del ciclo celular (en un lugar
diferente de la fase S), tales como agentes gque inducen la detencion de G1 y la
detencion de la fase M. Los bloqueadores clasicos de la fase M incluyen las vincas
(vincristina y vinblastina), TAXOL® y los inhibidores de la topoisomerasa |l tales
como doxorrubicina, epirrubicina, daunorrubicina, etoposida y blecmicina. Dichos
agentes que detienen G1 también se vuelcan a la detencion de la fase S, por
ejemplo, agentes alquilantes de ADN tales como tamoxifeno, prednisona,
dacarbazina, mecloretamina, cisplatino, metotrexato, 5-fluoruracilo y ara-C.
Puede hallarse informacién adicional en la referencia de Mendelsohn e lIsrael,
eds., The Molecular Basis of Cancer, Capitulo 1, titulada "Regulacién del ciclo
celular, oncogenes y farmacos antinecplasicos”, de Murakami et al. (W. B.
Saunders, Philadelphia, 1995), especialmente, en la p. 13.

Ef término "agente citotoxico”, de acuerdo con esta solicitud, se refiere a un
agente que inhibe ¢ previene la funcién de células, o causa la destruccion de
celulas. El término tiene el propdsito de incluir isétopos radiactivos (por ejemplo,
1, 1" ¥®¥ vy Re'), agentes inhibidores del crecimiento, agentes
quimioterapéuticos y toxinas tales como toxinas enzimaticamente activas de
origen bacteriano, fungico, de plantas o animal, o sus fragmentos.

Un "agente quimioterapéutico” es un compuestc quimico til en el
tratamiento del cancer. Ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen agentes
alquilantes tales como tiotepa y CYTOXAN® ciclofosfamida; sulfonatos de alquilo
tales como busulfano, improsulfane y piposulfano; aziridinas tales como
benzodopa, carboquona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilamelaminas,
que incluyen altretamina, trietilenmelamina, trietilenfosforamida,
trietilentiofosforamida y trimetilomelamina; acetogeninas (en especial, bulatacina y
bulatacinona); una camptotecina (que incluye el analogo sintético topotecano);
briostatina;, calistatina; CC-1065 (que incluye sus analogos sintéticos de

adozelesina, carzelesina y bizelesina); criptoficinas (en particular, criptoficina 1 y
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criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (que incluye los analogos sintéticos KW-
2189 y CB1-TM1); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictiina; espongistatina;
mostazas de nitrdgeno tales como clorambucil, clornafazina, clorofosfamida,
estramustina, ifosfamida, mecloretamina, mecloretamina 6xido clorhidrato,
melfalano, novembichina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de
uracilo; nitrosoureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina,
nimustina y ranimnustina; antibiéticos tales como los antibiéticos enediina (por
ejemplo, caliqueamicina, en especial, caliqueamicina gammail y caliqueamicina
omegall (ver, por ejemplo, la referencia de Angew, Chem. Intl. Ed. Engl., 33: 183—
186 (1994)); dinemicina, que incluye dinemicina A; bifosfonatos, tales como
clodronato; una esperamicina; al igual que el croméforo neocarzinostatina y
cromoforos antibidticos de cromaproteina enediina relacionados); aclacinomisinas,
actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina,
carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina,
detorrubicina, B—diazo—ﬁ—oxoéL—norleucina, doxorrubicina ADRIAMYCIN® (que
incluye  morfolino—doxorrubicina, cianomorfolino—doxorrubicina,  2—pirrolino—
doxorrubicina y desoxidoxorrubicina), epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina,
marcelomicina, mitomicinas tales como mitomicina C, acido micofendlico,
nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, porfiromicina, puromicina, quelamicina,
rodorrubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina,
zorrubicina; antimetabolitos tales como metotrexato y 5—fluoruracilo (5-FU);
analogos de &cido fdlico tales como denopterina, metotrexato, pteropterina,
trimetrexato; analogos de purina tales como fludarabina, 6-mercaptopurina,
tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina,
B—azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina,
floxuridina; andrégenos tales como calusterona, dromostanolona propionato,
epitiostanol, mepitiostano, testolactona; agentes antiadrenérgicos tales como
aminoglutetimida, mitotano, trilostano; abastecedores de acido folico tales como
acido frolinico; aceglatona; aldofosfamida glicosido; acido aminolevulinico;
eniluracilo;, amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina;

demecolcina; diaziquona; elfornitina; acetato de eliptinio; una epotilona; etoglucid;
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nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano; lonidainina; maitansincides tales como
maitansina y ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina;
pentostatina; fenamet, pirarrubicina; losoxantrona, &cido podofilinico; 2-
etilhidrazida; procarbazina; complejo polisacarido PSK® (JHS Natural Products,
Eugene, OR); razoxano; rizoxina; sizofirano; espirogermanio; acido tenuazonico;
triaziqguona; 2,2',2'-triclorotrietilamina; tricotecenos (en especial, toxina T-2,
verracurina A, roridina A y anguidina); uretano; vindesina, dacarbazina;
manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabinosida (“Ara—
C"); ciclofosfamida; tiotepa; taxoides, por ejemplo, paclitaxel TAXOL® (Bristol—
Myers Squibb Oncology, Princeton, N. J.), ABRAXANTEM libre de croméforo,
formulacién de nanoparticulas disefiada con albimina, de paclitaxel (American
Pharmaceutical Partners, Schaumberg, lllinois) y docetaxel TAXOTERE® (Rhoéne—
Poulenc Rorer, Antony, France); cloranbucil; GEMZAR® gemcitabina; 6-
tioguanina; mercaptopurina; metotrexato: analogos de platino tales como cisplatino
y carboplatino; vinblastina; platino; etoposida (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona;
vincristina; NAVELBINE® vinorrelbina; novantrona; teniposida; edatrexato;
daunomicina; aminopterina; xeloda; ibandronato; irinotecano (Camptostar, CPT—
11) (que incluye el régimen de tratamiento de irinotecano con 5—FU vy
leucovirina); inhibidor de la topoisomerasa RFS 2000; difluormetilornitina (DMFO};
retinoides tales como acido retinoico; capecitabine; combrestatina; leucovirina
(LV); oxaliplatino, que incluye el régimen de tratamiento de oxaliplatino (FOLFOX);
inhibidores de PKC-alfa, Raf, H-Ras y EGFR (por ejemplo, erlotinib (TarcevaTM))
que reducen la proliferacién celular; y sales, acidos o derivados
farmaceéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

Los agentes quimioterapéuticos ademas inciuyen agentes antihormonales
gue actlan de manera de regular o inhibir la accién de las hormonas sobre
tumores, tales como antiestrégenos y moduladores selectivos del receptor de
estrogeno (SERM, por sus siglas en ingles), que incluyen, por ejemplo, tamoxifeno
(que incluye NOLVADEX® tamoxifeno), raloxifeno, droloxifeno, 4—
hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LY117018, onapristona y FARESTON-

toremifeno; inhibidores de la aromatasa que inhiben la enzima aromatasa, que
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regulan la produccién de estrégeno en las glandulas suprarrenales, por ejemplo,
4(5)-imidazoles, aminoglutetimida, MEGASE® megestrol acetato, AROMASIN®
exemestano, formestanio, fadrozol, RIVISOR® vorozol, FEMARA® letrozol y
ARIMIDEX® anastrozol, y antiandrogenos tales como flutamida, nilutamida,
bicalutamida, leuprolida y goserrelina; al igual que troxacitabina (un analogo de
1,3—dioxolano nucledsido citosina), oligonucleétidos antisentido, en particular,
aquellos que inhiben la expresién de genes en vias de sefializacién que participan
en la proliferacidon celular anormal, por ejemplo, PKC—-alfa, Raf y H-Ras; ribozimas
tales como un inhibidor de |a expresién de VEGF (por ejemplo, ANGIOZYME®
ribozima) y un inhibidor de la expresién de HERZ2; vacunas, tales como vacunas de
terapia genica, por ejemplo, vacuna ALLOVECTIN®, vacuna LEUVECTIN® y
vacuna VAXID®; PROLEUKIN® rlL-2; LURTOTECAN® inhibidor de la
topoisomerasa 1, ABARELIX® rmRH; vinorrelbina y esperamicinas (ver Patente de
los Estados Unidos Nro. 4.675.187), y sales, Aacidos o derivados
farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

El término "profarmaco”, de acuerdo con la presente solicitud, se refiere a
un precursor o una forma derivada de un agente farmacéuticamente activo (por
ejemplo, una molécula pe'queﬁa) que es menos citotdxico para las células
enfermas, en comparacién con el farmaco original, y que es capaz de ser
enzimaticamente activado o convertido en la forma original mas activa. Ver, por
gjemplo, las referencias de Wilman, "Prodrugs in Cancer Chemotherapy",
Biochemical Society Transactions, 14, pp. 375-382, 615th Meeting Belfast (1986);
y Stella et al, "Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery",
Directed Drug Delivery, Borchardt et al., (ed.), pp. 247-267, Humana Press (1985).
Los profarmacos de esta invencidn incluyen, sin limitacidn, profarmacos que
contienen fosfato, profarmacos que contienen tiofosfato, profarmacos que
contienen sulfato, profarmacos que contienen péptidos, profadrmacos modificados
con D-aminoacidos, profarmacos glicosilados, profarmacos que contienen pB—
lactamicos, profarmacos que contienen fenoxiacetamida opcionalmente sustituida
o profarmacos que contienen fenilacetamida opcionalmente sustituida;

profarmacos de 5-fluorcitosina y otros profarmacos de S—fluoruridina que pueden

%)
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ser convertidos en el farmaco libre citotdxico mas activo. Ejemplos de farmacos
citotdéxicos que pueden derivarse hasta una forma de profarmaco para el uso en
esta invencion incluyen, sin limitacion, aquellos agentes quimioterapéuticos que se
describen con anterioridad.

El término "aislado”, utilizado para describir los diversos polipéptidos que se
revelan en esta solicitud, significa polipéptido que ha sido identificado y separado,
y/o recuperado de una célula o de un cultivo de células a partir del cual fue
expresado. Los componentes contéminantes de su entorno natural son materiales
que, habitualmente, interferiran con los usos de diagndéstico o terapéuticos para el
polipéptido, y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinaceos o no
proteinaceos. En ciertas realizaciones, el polipéptido sera purificado: (1) hasta un
grado suficiente para obtener por lo menos 15 residuos de secuencia de
aminoacidos N-terminal o interna mediante el uso de un secuenciador de taza
giratoria; o (2) hasta homoéeneidad, por medio de SDS-PAGE, en condiciones
reductoras o no reductoras, usando azul de Coomassie, o, preferentemente,
tincion de plata. Los polipéptidos aislados incluyen polipéptido in sifu dentro de
celulas recombinadas, ya que no se presentard por lo menos un componente del
entorno natural del polipéptido. Sin embargo, comunmente, el polipéptido aislado
sera preparado por medio de al menos una etapa de purificacién.

Un acido nucleico codificador de polipéptido "aislado” u otro acido nucleico
codificador de polipéptido es una molécula de acido nucleico que es identificada y
separada de por lo menos una molécula de acido nucleico contaminante con la
cual se asocia comunmente en la fuente natural del acido nucleico codificador de
polipéptido. Una molécula de acido nucleico codificador de polipéptido aislada se
presenta en una forma o configuracion diferente de aquellas halladas en la
naturaleza. Las moléculas de acido nucleico codificador de polipéptido aisladas,
por lo tanto, se distinguen de la molécula de acido nucleico codificador de
polipéptido especifica tal como se presenta en las células naturales. Sin embargo,
una molécula de acido nucleico codificador de polipéptido aislada incluye
moléculas de acido nucleico codificador de polipéptido contenidas en células que

comunmente expresan el polipéptido, donde, por ejemplo, la molécula de &cido
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nucleico se presenta en una ubicacion cromosdmica diferente de aquella de las
células naturales.

El téermino "secuencias de control® se refiere a secuencias de ADN
necesarias para la expresion de una secuencia codificadora funcionalmente ligada
en un organismo huesped particular. Las secuencias de control adecuadas para
procariotos, por ejemplo, incluyen un promotor, opcionalmente, una secuencia de
operador, y un sitio de uniéon de ribosoma. Se sabe que las células eucariotas
utilizan promotores, sefiales de poliadenilacion y mejoradores.

El acido nucleico esta "funcionalmente ligado" cuando se coloca en una
relacion funcional con respecto a otra secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, el
ADN para una presecuencia o un lider de secrecion esta funcionalmente ligado a
ADN para un polipéptido, si es expresado como una preproteina que participa en
la secrecion del polipéptido; un promotor o mejorador esta funcionalmente ligado a
una secuencia codificadora si afecta la transcripcién de la secuencia; o un sitio de
unién de ribosoma esta funcionalmente ligado a una secuencia codificadora si se
ubica de manera de facilitar la traduccién. En general, el término “funcionalmente
ligado” significa que las secuencias de ADN ligadas son contiguas, y, en el caso
de un lider de secrecién, son contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, los
mejoradores no necesariamente deben ser contiguos. La unién se logra por medio
deta ligacién en sitios de restriccion convenientes. Si dichos sitios no existen, se
usan adaptadores de oligonucledtidos sintéticos o conectores, de acuerdo con la
préactica convencional. |

Las “condiciones rigurosas” o “condiciones de alta rigurosidad”, como se
definen en esta solicitud, pueden identificarse como aquellas que: (1) emplean
baja concentracion i6nica y alta temperatura para el lavado, por ejemplo, cloruro
de sodio, 0,015 M/citrato de sodio, 0,0015 M/0,1% de dodecil sulfato sédico, a
50°C; (2) emplean, durante la hibridacion, un agente desnaturalizante, tal como
formamida, por ejemplo, 50% (v/v} de formamida con 0,1% de albumina de suero
bovino/0,1% de Ficoll/0,1% de polivinilpirrolidona/regulador de fosfato de sodio, 50
mM, a pH 6,5, con cloruro de sodio, 750 mM: citrato de sodio, 75 mM, a 42°C; o

(3) utilizan la hibridaciéon durante la noche en una solucién que emplea 50% de
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formamida; 5 x SSC (NaCl, 0,75 M; citrato de sodio, 0,075 M); fosfato de sodio, 50
mM (pH 6,8); 0,1% de pirofosfato sédico; 5 x solucidon de Denhardt; ADN de
esperma de salmén sonicado (50 ug/ml); 0,1% de SDS; y sulfato de dextrano al
10%, a 42°C, con un lavado de 10 minutes a 42°C en 0,2 x SSC (cloruro de
sodio/citrato de sodio), seguido de un lavado de 10 minutos de alta rigurosidad
que consiste en 0,1 x SSC con EDTA a 55°C.

Las secuencias de aminoacidos que se describen en esta solicitud son
secuencias de aminoacidos contiguas, a menos que se establezca lo contrario.

De acuerdo con la presente solicitud, el término "inmunoadhesina" designa
moléculas de tipo anticuerpo que combinan la especificidad de union de una
proteina heterdloga {(una "adhesina") con las funciones efectoras de dominios
constantes de inmunoglobulina. Estructuralmente, las inmuncadhesinas
comprenden una fusién de una secuencia de aminoacidos con la especificidad de
unidn deseada, que es diferente del reconocimiento de antigeno y el sitio de unién
de un anticuerpo (es decir, es "heterdloga"), y una secuencia de dominio constante
de inmunoglobulina. La parte de adhesina de una molécula de inmunocadhesina
tipicamente es una secuencia de aminoacidos contiguos que comprende por lo
menos el sitio de unidn de un receptor o un ligando —tal como un VEGFR o un
ligando de fibronectina. La secuencia de dominio constante de inmunoglobulina en
la inmunoadhesina puede obtenerse de cualquier inmunoglobulina, tal como los
subtipos 1gG—1, 1gG-2, 1gG-3 o IgG—4, 1gA (que incluye IgA-1 e IgA-2), IgE, IgD,
0 IgM. Los pepticuerpos, que a menudo comprenden una secuencia derivada de la
seleccion de exhibicién de fagos de secuencias que se unen de manera especifica
a un blanco fusionado a una porcién Fc de una inmunoglobulina, pueden
considerarse inmunoadhesinas en la presente solicitud.

El término "anticuerpo” se usa en el sentido mas amplio, y especificamente,
cubre, por ejemplo, anticuerpos monoclonales simples (que incluyen anticuerpos
agonistas, antagonistas y neutralizantes), composiciones de anticuerpos con
especificidad poliepitépica, anticuerpos policlonales, antianticuerpos de cadena
simple, y fragmentos de anticuerpos (ver a continuacién), siempre que se unan de

manera especifica a un polipéptido native o exhiban una actividad inmunolégica o
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actividad biolégica de esta invencion. De acuerdo con una realizacion, el
anticuerpo se une a una forma oligémera de una proteina blanco, por ejemplo, una
forma trimerica. De acuerdo con otra realizacion, el anticuerpo se une de manera
especifica a una proteina, cuya unién puede ser inhibida por un anticuerpo
monoclonal de esta invencion (por ejemplo, un anticuerpo depositado de esta
invencion, etc.). La frase “fragmento funcional o andlogo” de un anticuerpo es un
compuesto que tiene una actividad biolégica cualitativa en comun con un
anticuerpo al cual se refiere. Por ejemplo, un fragmento funcional o analogo de un
anticuerpo de esta invencién puede ser aquel que se une de manera especifica a
VEGF o a5@1. En una realizacién, el anticuerpo puede prevenir o sustancialmente
reducir la capacidad de un VEGF para inducir la proliferacion celular.

Un anticuerpo "aislado” es aquel que ha sido identificado y separado, o
recuperado, de un componente de su entorno natural. Los componentes
contaminantes de su entorno natural son materiales que interfieren con los usos
de diagnoéstico o terapéuticos para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas,
hormonas y otros solutos proteinaceos © no proteinaceos. En algunas
realizaciones, un anticuerpo sera purificado: (1) hasta mas del 95% en peso de
anticuerpo, segun lo determinado por el método de Lowry, y con mayor
preferencia, hasta mas del 99% en peso; (2) hasta un grado suficiente para
obtener por lo menos 15 residuos de secuencia de aminoacidos N—terminales o
internos mediante el uso de un secuenciador de taza giratoria; o (3) hasta
homogeneidad, por medic de SDS-PAGE, en condiciones reductoras o no
reductoras, usando azul de Coomasie, o preferentemente, tincion de plata. El
anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ dentro de células recombinadas, ya
que no se presentara por lo menos un componente del entorno natural del
anticuerpo. Sin embargo, comunmente, el anticuerpo aislado se preparara por
medio de al menos una etapa de purificacion.

La unidad de anticuerpo basica de cuatro cadenas es una glicoproteina
heterotetramera compuesta por dos cadenas livianas (L) idénticas y dos cadenas
pesadas (H) identicas (un anticuerpo IgM consiste en 5 de la unidad basica

heterotetramera junto con un polipéptido adicional denominado cadena J, y por lo
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tanto, contiene 10 sitios de union de antigeno, mientras que los anticuerpos IgA
secretados pueden polimerizarse para formar ensambies polivalentes que
comprenden 2-5 de las unidades basicas de 4 cadenas junto con fa cadena J). En
el caso de lgG, la unidad de 4 cadenas tiene generalmente alrededor de 150.000
daltones. Cada cadena L est4 ligada a una cadena H por medio de un enlace de
disulfuro covalente, mientras que las dos cadenas H estan ligadas entre si por uno
o mas enlaces de disulfuro, de acuerdo con el isotipo de cadena H. Cada cadena
H y L ademas tiene puentes de disulfuro de intracadena regularmente espaciados.
Cada cadena H tiene, en el término N, un dominio variable (VH), seguido de tres
dominios constantes (Cy) para cada una de las cadenas a y y, y cuatro dominios
Ch, para los isotipos p y €. Cada cadena L tiene, en el término N, un dominio
variable (V| ) sequido de un dominio constante (C(), en su otro extremo. El V|_ esta
alineado con el Vi, y el C_ esté alineado con el primer dominio constante de la
cadena pesada (CHy1). Se cree que residuos de aminoacidos particuiares forman
una interfaz entre los dominios variables de cadena liviana y de cadena pesada. El
emparejamiento de un Vi y un V|_ forma un sitio de union de antigeno individual.
Para la estructura y las propiedades de las diferentes clases de anticuerpos, ver,
por ejemplo, la referencia titulada: BASIC AND CLINICAL IMMUNOLOGY, 8th edition,
Daniel P. Stites, Abba I. Terr and Tristram G. Parsiow (eds.}, Appleton & Lange,
Norwalk, CT, 1994, p. 71 and Chapter 6.

' La cadena L de cualquier especie de vertebrado puede asignarse a uno de
dos tipos claramente distintos, denominados kappa y lambda, sobre la base de las
secuencias de aminoacidos de sus dominios constantes. De acuerdo con la
secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas (CH).
las inmunoglobulinas pueden asignarse a diferentes clases o isotipos. Hay cinco
clases de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, que tienen cadenas pesadas
designadas a, d, v, € y M, respectivamente. Las clases y y a se dividen asimismo
en subclases, sobre la base de diferencias relativamente mencres en la funcion y
secuencia de CH, por ejemplo, los humanos expresan las siguientes subclases:

IgG1, 19G2, 1gG3, IgG4, IgA1 e IgA2.
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El término "variable" se refiere al hecho de que ciertos segmentcs de los
dominios variables difieren extensamente en su secuencia, entre los anticuerpos.
El dominic V media la unidon de antigeno, y define la especificidad de un
anticuerpo particular para su antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no
se distribuye en forma pareja a través del tramo de 110 aminoacidos de los
dominios variables. En cambio, las regiones V consisten en tramos relativamente
invariables denominados regiones de marco (FR, por sus siglas en inglés) de 15—
30 aminoacidos, separados por regiones mas cortas de variabilidad extrema
denominadas “regiones hipervariables”, donde, cada una, tiene 9-12 aminoacidos
de longitud. Los dominios variables de cadenas livianas y pesadas nativas
comprenden, cada uno, cuatro FR, y adoptan en gran medida una configuracion
de lamina beta, conectados por tres regiones hipervariables, que forman anillas
que conectan la estructura de lamina beta, y en algunos casos, forman parte de
ella. Las regiones hipervariables en cada cadena se mantienen juntas en estrecha
proximidad por las FR, y con las regiones hipervariables de la otra cadena,

contribuyen a la formacidn del sitio de union de antigeno de los anticuerpos (ver la

referencia de Kabat et al., SEQUENCES OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST,

5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)).
Los dominios constantes no participan directamente en la unién de un anticuerpo a
un antigeno, sinc que exhiben diversas funciones efectoras, tales como la
participacion del anticuerpo en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCC).

El término "region hipervariable”, utilizado en la presente solicitud, se refiere
a los residuos de aminoacidos de un anticuerpo que son responsables de la union
de antigeno. La regidn hipervariable comprende, en general, residuos de
aminoacidos de una "region de determinacion de complementariedad" o "CDR"
(por ejemplo, alrededor de los residuos 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en |la
VL, y airededor de 31-35B (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3), en la VH (en una
realizacién, H1 es alrededor de 31-35); Kabat ef al., stpra, y/o aquellos residuos

de una “anilla hipervariable” (por ejemplo, los residuos 26-32 (L1), 50-52 (L2) y
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91-86 (L3), en la V|, y 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3), en la V; Chothia
and Lesk J. Mol. Biol. 196:901~-917 (1987)).

A lo largo de la presente memoria descriptiva y de las reivindicaciones, se
usa generalmente la numeracion de Kabat cuando se hace referencia a un residuo
en el dominio variable (aproximadamente los residuos 1-107 de la cadena liviana,
y los residuos 1-113 de la cadena pesada) (por ejemplo, Kabat et al., supra
(1991)). Se usa generaimente el “sistema de numeracién EU” o “indice EU”
cuando se hace referencia a un residuo en una region constante de cadena
pesada de inmunoglobulina (por ejemplo, el indice EU informado en ia referencia
de Kabat et al., supra (1981}, incorporado expresamente en la presente solicitud a
modo de referencia). A menos que se establezca lo contrario en esta solicitud, las
referencias a los numeros de residuos en el dominio variable de los anticuerpos
significa la numeracién de residuos por el sistema de numeracion Kabat. A menos
que se establezca lo contrario en esta solicitud, las referencias a los nimeros de
residuos en el dominio constante de los anticuerpos significa la numeracién de
residuos por el sistema de numeracion EU.

El término "anticuerpo monoclonal", de acuerdo con la presenté solicitud, se
refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacién de anticuerpos sustancialmente
homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacion
son idénticos, excepto posibles mutaciones naturales que pueden presentarse en
cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, y
estan dirigidos contra un sitio antigénico individual. Asimismo, en contraste a las
preparaciones de anticuerpos policlonales que incluyen diferentes anticuerpos
dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal
esta dirigido contra un solo determinante en el antigeno. Ademas de su
especificidad, los anticuerpos monoclonales son convenientes en términos de que
pueden ser sintetizados sin contaminacion de otros anticuerpos. El modificador
"monoclonal’ no debe interpretarse como la necesidad de la produccion del
anticuerpo por ningin metodo particular. Por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales Utiles en la presente invencion pueden prepararse por medio de Ia

metodologia de hibridoma, descripta por primera vez por Kohler et al., Nature, 256:
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495 (1975); o pueden prepararse usando metodos biotecnologicos en células
bacterianas, eucariotas, de animaies o de plantas (ver, por ejemplo la Patente de
los Estados Unidos Nro. 4.816.567). Los "anticuerpos monoclonales” ademas
pueden aislarse de genotecas de anticuerpos de fagos usando las técnicas
descriptas en la referencia de Clackson et al., Nature, 352: 624628 (1991): Marks
et al., J. Mol Biol., 222: 581-597 (1991); o usando los métodos expuestos en los
Ejemplos que siguen.

Los anticuerpos monoclonales de la presente solicitud incluyen anticuerpos
"quimericos”, donde una porcion de la cadena pesada y/o liviana es idéntica u
homologa a las correspondientes secuencias en anticuerpos derivados de una
especie particular o que pertenecen a una clase o subclase de anticuerpos
particular, mientras que el resto de la cadena es idéntica u homologa a las
correspondientes secuencias en anticuerpos derivados de otra especie o que
pertenecen a ofra clase o subclase de anticuerpos, al igual que fragmentos de
dichos anticuerpos, siempre que exhiban una actividad biolégica de esta invencidn
(ver, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos Nro. 4.816.567; la referencia de
Morrison et al,, PNAS. USA, 81. 6851-6855 (1984)). Los anticuerpos quiméricos
de interés en esta invencién incluyen anticuerpos "primatizados”, que comprenden
secuencias de unién de antigeno de dominio variable derivadas de un primate no
humano (por ejemplo, cercopitécido, simio, etc.) y secuencias de region constante
humanas.

Un anticuerpo "madurado para afinidad" es aquel con una o mas
alteraciones en una o mas de sus CDR, que logran una mejoria en la afinidad del
anticuerpo para el antigeno, en comparacién con un anticuerpo progenitor que no
posee dichas alteraciones. Los anticuerpos madurados para afinidad preferidos
tendran afinidades nanomolares o aun picomolares para el antigeno blanco. Los
anticuerpos madurados para afinidad se producen mediante procedimientos
conocidos en el arte. Marks et al., Bio/Technology, 10: 779-783 (1992), describen
la maduraciéon para afinidad por medio de la mezcla de dominios VH y VL. La
mutagénesis de azar de residuos de marco y/o CDR es descriptalpor: Barbas et

al.: PNAS USA, 91: 3809-3813 (1994); Schier et al, Gene, 169: 147-155 (1995);
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Yelton et al.,, J. Immunol. 165: 1994-2004 (1995); Jackson ef al.,, J. Immunol. 154
(7): 3310-9 (1995); y Hawkins et al, J. Mol. Biol., 226: 889-896 (1992).

Un anticuerpo de "blogueo" o un anticuerpo "antagonista" es aquel que
inhibe o reduce la actividad biolégica del antigeno al que se une. Por ejemplo, los
anticuerpos de blogueo o anticuerpos antagonistas anti~a581 inhiben de manera
parcial o completa la angiogénesis, mediante la union a a5p1.

Un "anticuerpo agonista” es un anticuerpo que mejora ¢ aumenta la
actividad biolégica del antigeno al que se une. Por ejemplo, los anticuerpos
agonistas anti-a5B1 mejoran la angiogénesis mediante la unioén a a5p1.

Un anticuerpo ‘intacto” es aquel que comprende un sitio de unién de
antigeno al igual que un C| y por lo menos dominios constantes de cadena
pesada, CH1, CHZ2 y CH3. Los dominios constantes pueden ser dominios
constantes de secuencia nativa (por ejemplo, dominios constantes de secuencia
nativa humana) o sus variantes de secuencia de aminoacidos. Preferentemente, el
anticuerpo intacto tiene una o mas funciones efectoras.

Los "fragmentos de anticuerpos" comprenden una porcién de un anticuerpo
intacto, preferentemente, la regién variable o de unién de antigeno del anticuerpo
intacto. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen fragmentos Fab, Fab',
F(ab')2 y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales (ver Patente de los Estados Unidos
Nro. 5.641.870, Ejempio 2; Zapata et al., Protein Eng. 8 (10): 1057-1062 [1995]):
moléculas de anticuerpos de cadena simple; y anticuerpos multiespecificos
formados a partir de fragmentos de anticuerpos.

La expresion "anticuerpos lineales" se refiere generaimente a los
anticuerpos descriptos en la referencia de Zapata et al., Protein Eng., 8 (10):
1057-1062 (1995). En resumen, estos anticuerpos comprenden un par de
segmentos Fd in fandem (VH-CH1-VH-CH1) que, junto con polipéptidos de
cadena liviana complementaria, forman un par de regiones de unién de antigeno.
Los anticuerpos lineales pueden ser biespecificos o monoespecificos.

La digestion de papaina de los anticuerpos produce dos fragmentos de
unidon de antigeno identicos, denominados fragmentos "Fab", y un fragmento "Fc"

residual, una designacion que refleja la capacidad para cristalizarse facilimente. El
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fragmento Fab consiste en una cadena L entera junto con el dominio de regién
variable de la cadena H (V|4) y el primer dominio constante de una cadena pesada
(CH1). Cada fragmento Fab es monovalente con respecto a la union de antigeno,
es decir, tiene un solo sitio de unidén de antigeno. El tratamiento de pepsina de un
anticuerpo produce un solo fragmento F(ab)o grande que corresponde
aproximadamente a dos fragmentos Fab unidos por disulfuro que tienen actividad
de unidon de antigeno divalente, y que aun es capaz de entrecruzamiento con
antigeno. Los fragmentos Fab' difieren de los fragmentos Fab por tener algunos
residuos adicionales en el términe carboxi del dominio CH1, que incluyen una o
mas cisteinas de la regidn de bisagra del anticuerpo. Fab'-SH es la designacion,
en esta solicitud, para Fab' donde los residuos cisteina de los dominios constantes
portan un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab')p originalmente
fueron producidos como pares de fragmentos Fab' que tenian entre ellos cisteinas
de bisagra. Se conocen asimismo otros acoplamientos quimicos de fragmentos de
anticuerpos.

El fragmento Fc comprende las porciones carboxi-terminales de ambas
cadenas H mantenidas juntas por disulfuros. Las funciones efectoras de los
anticuerpos son determinadas por secuencias en la regién Fc, donde esta regién
también es también la parte reconocida por receptores Fc (FcR) hallados en
ciertos tipos de células.

Una “region Fc variante” comprende una secuencia de aminoacidos que
difiere de aquella de una regién Fc de secuencia nativa en virtud de por lo menos
una "modificacion de aminoacido”, como se define en esta solicitud.
Preferentemente, la region Fc variante tiene por lo menos una sustitucion de
aminoacido en comparacion con una region Fc de secuencia nativa, o con la
regibn Fc de un polipéptido progenitor, por ejemplo, de alrededor de una a
alrededor de diez sustituciones de aminoacidos, y preferentemente, de alrededor
de una a alrededor de cinco sustituciones de aminoacidos en una region Fc de
secuencia nativa, o en la region Fc del polipéptido progenitor. En una realizacion,
la region Fc variante de la presente solicitud poseera por lo menos alrededor de

80% de homologia, por lo menos alrededor de 85% de homologia, por lo menos
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alrededor de 90% de homologia, por lo menos alrededor de 95% de homologia, o
por lo menos alrededor de 99% de homologia con respecto a una region Fc de
secuencia nativa. De acuerdo con otra realizacién, la regién Fc¢ variante de la
presente solicitud poseera por lo menos aproximadamente 80% de homologia, por
lo menos aproximadamente 85% de homologia, por lo menos aproximadamente
90% de homologia, por lo menos aproximadamente 95% de homologia, ¢ por lo
menos aproximadamente 99% de homologia con respecto a una regién Fc de un
polipéptido progenitor.

El termino “polipéptido que comprende regidn Fc" se refiere a un
polipéptido, tal como un anticuerpo o una inmunoadhesina (ver definiciones a
continuacion), que comprende una regién F¢, La lisina C—terminal {residuo 447 de
acuerdo con el sistema de numeracién EU) de la region Fc puede removerse, por
ejemplo, durante la purificacion del polipéptido, o por medio del disefo
recombinado del acido nucleico que codifica el polipéptido. En consecuencia, una
composicion que comprende polipéptidos, que incluyen anticuerpos, que tienen
una region Fc de acuerdo con esta invencidn puede comprender poblaciones de
polipéptidos con todos los residuos K447 removidos, poblaciones de polipéptidos
sin residuos K447 removidos, o poblaciones de polipéptidos que tienen una
mezcla de polipéptidos con el residuo K447 y sin el residuo K447.

"Fv" es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio de unién y
reconocimiento de antigeno completo. Este fragmento consiste en un dimero de
un dominio de region variable de cadena pesada y uno de cadena liviana en
asociacion estrecha, no covalente. Del plegado de estos dos dominios emanan
seis anillas hipervariables (3 anillas de cada cadena H y L) que contribuyen los
residuos de aminoacidos para la unidbn de antigeno y confieren especificidad de
unién de antigenc al anticuerpo. Sin embargo, aun un solo dominio variable (o la
mitad de un Fv que comprende solo tres CDR especificas para un antigeno) tiene
la capacidad de reconocer y unir antigeno, si bien con una menor afinidad que el
sitio de unién entero.

Los "Fv de cadena simple”, también abreviados como "scFv" o "sFv", son

fragmentos de anticuerpos que comprenden los dominios VH y VL de anticuerpo,
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conectados en una sola cadena de polipéptido. Preferentemente, el polipéptido de
sFv ademas comprende un conector de polipéptido entre los dominios VH y VL, lo
que permite que el SFv forme la estructura deseada para la unién de antigeno.
Para una resefia de sFv, ver las referencias de Pluckthiin, en The Pharmacology
of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., (Springer—Verlag,
New York, 1994), pp. 269-315; Borrebaeck, 1995, infra.

El término "diacuerpos” se refiere a fragmentos de anticuerpos pequefios
preparados mediante la construccion de fragmentos sFv (ver el parrafo
precedente) con conectores cortos (alrededor de 5-10 residuos) entre los
dominios Vyy V|, de modo de lograr el emparejamiento de intercadena, si bien no
de intracadena, de los dominios V, a fin de obtener un fragmento bivalente, es
decir, fragmento que tiene dos sitios de unién de antigeno. Los diacuerpos
biespecificos son heterodimeros de dos fragmentos sFv de "cruce", donde los
dominios Vy y Vi de los dos anticuerpos se presentan en diferentes cadenas de
polipéptidos. Los diacuerpos se describen en mayor detalle, por ejemplo, en los
documentos EP 404.097;, WO 93/11161; y en la referencia de Hollinger et al.
PNAS USA, 90: 6444-6448 (1993).

Los anticuerpos "humanizados" son formas de anticuerpos no humanos
(por ejemplo, de roedores) que son anticuerpos quiméricos que contienen
secuencia minima derivada del anticuerpo no humano. En su mayoria, los
anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor)
donde los residuos de una region hipervariable del receptor son reemplazados por
residuos de una region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo
donante), tal como raton, rata, conejo o primate no humano, que tiene la
especificidad, afinidad y capacidad de anticuerpo deseadas. En algunos casos, los
residuos de regibn de marco (FR) de la inmunoglobulina humana son
reemplazados por correspondientes residuos no humanos. Asimismo, los
anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran en
el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se
realizan a fin de refinar adicionalmente el comportamiento del anticuerpo. En

general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente la totalidad de



44

por lo menos uno, y habitualmente, dos, dominios variables, donde |a totalidad, o
sustancialmente la totalidad de las anillas hipervariables corresponden a aquellas
de una inmunoglobulina no humana, y todas o sustancialmente todas las FR son
aquellas de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado
ademas comprendera, opcionalmente, por o menos una porcién de una region
constante de inmunoglobulina (Fc), habitualmente, aquella de una
inmunoglobulina humana. Para mayores detalles, ver las referencias de Jones et
al., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann et al.: Nature, 332: 323-329 (1988);
y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593-596 (1992).

Un "anticuerpo dependiente de la especie” es un anticuerpo que tiene una
afinidad de unién mas fuerte para un antigeno de una primera especie de
mamifero, que para un homoélogo de dicho antigeno de una segunda especie de
mamifero. Normalmente, el anticuerpo dependiente de la especie se "une de
manera especifica” a un antigeno humano (es decir, tiene un valor de afinidad de
unién (Kd) no superior a alrededor de 1 x 107 M, no superior a alrededor de 1 x
107, 0 no superior a alrededor de 1 x 10~ M), si bien tiene una afinidad de unién
para un homélogo del antigeno de una segunda especie de mamifero no humana
que es por lo menos aproximadamente 50 veces, por lo menos aproximadamente
500 veces o por lo menos aproximadamente 1000 veces mas débil que su afinidad
de union para el antigeno humano. El anticuerpo dependiente de la especie puede
ser de cualquiera de los diversos tipos de anticuerpos que se definen con
antertoridad, st bien, preferentemente, es un anticuerpo humanizado o humano.

En dichas realizaciones, el alcance de unidn del polipéptido, anticuerpo,
antagonista o de ia composicién a una proteina "no blanco” sera inferior a
aproximadamente 10% de la unién del polipéptido, anticuerpo, antagonista o de la
composicion a su proteina blanco particular, segin lo determinado por el analisis
de clasificacion celular activado por fluorescencia (FACS, por sus siglas en inglés)
0 por la radicinmunoprecipitacién (RIA, por sus siglas en inglés). Con respecto a la
unién de un polipéptido, anticuerpo, antagonista o una composicion a una
molécula blanco, el término "unién especifica” o "se une de manera especifica a",

0 "es especifico para" un polipéptido particular o un epitopo en un blanco de
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polipéptido particular significa la unién que es mensurablemente diferente de una
interaccion no especifica. La unidén especifica puede medirse, por ejemplo,
mediante la determinacion de la unién de una molécula en comparacion con la
unién de una molécula de control, que, en general, es una molécula de estructura
similar que no tiene actividad de union. Por ejemplo, la union especifica puede
determinarse por medic de la competicidon con una molécula de control que es
similar al blanco, por ejemplo, un exceso de blanco no marcado. En este caso, la
unién especifica se indica si la unién del blanco marcado a una sonda es inhibida
competitivamente por el exceso de blanco no marcado. El término "unién
especifica” o "se une de manera especifica a", o "es especifico para" un
polipéptido particular o un epitopo en un blanco de polipéptido particular, de
acuerdo con esta solicitud, puede ser exhibido, por ejemplo, por una molécula que
tiene un Kd para el blanco de por lo menos aproximadamente 10~ M, por lo
menos aproximadamente 107 M, por lo menos aproximadamente 107 M, por lo
menos aproximadamente 107 M, por lo menos aproximadamente 1072M, por lo
menos aproximadamente 10° M; alternativamente, por o menos
aproximadamente 107'° M, por lo menos aproximadamente 10™'" M, por lo menos
aproximadamente 107> M o mas. En una realizacién, el término "uni6n especifica”
se refiere a la union donde una molécula se une a un polipéptido particular o
epitopo en un polipéptido particular sin la unién sustancial a cualquier otro
polipeptido o epitopo de polipéptido.

Las "funciones efectoras" de anticuerpo se refieren a aquellas actividades
biolégicas atribuibles a la region Fc (una region Fc de secuencia nativa o una
region Fc variante de secuencia de aminoacidos) de un anticuerpo, y varian con el
isotipo de anticuerpo. Ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluyen: la
unién C1q y la citotoxicidad dependiente de complemento; 1a unién de receptor Fc:
la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo (ADCC, por sus
siglas en inglés); la fagocitosis, la regulacion descendente de receptores de
superficie celular; y la activacién de células B. Una "region Fc de secuencia nativa”
comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a la secuencia de aminoacidos

de una regidn Fc hallada en la naturaleza. Ejemplos de secuencias Fc se
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describen, por ejemplo, sin limitacion, en la referencia de Kabat et al, supra
(1991).

El “porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos", u
"homologia"”, con respecto a las secuencias de anticuerpos y polipéptidos
identificadas en esta invencion se define como el porcentaje de residucs de
aminoacidos en una secuencia candidata que son idénticos a los residuos de
aminoacidos en el polipéptido comparado, luego de la alineacion de las
secuencias considerando cualquier sustitucién conservadora como parte de la
identidad de secuencia. La alineacién, para los propésitos de determinar el
porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos, puede lograrse de diversas
maneras, que se encuentran dentro de la experiencia del arte, por ejemplo,
usando programas informaticos de libre disponibilidad tales como los programas
BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en el arte pueden
determinar los parametros apropiados para la alineacion de secuencias, que
incluyen cualquier algoritmo necesario para lograr [a maxima alineaciéon sobre la
longitud total de las secuencias comparadas. Sin embargo, para los propositos de
la presente invencion, los valores de porcentaje de identidad de secuencia de
aminodcidos son generados usando el programa informatico de comparacién de
secuencias ALIGN-2. El| programa informatico de comparacién de secuencias
ALIGN-2 fue disefado por Genentech, Inc., y se ha presentado el codigo de
fuente con documentacién del usuario en la Oficina de Copyright de los Estados
Unidos de América, Washington D. C., 20559, donde se encuentra registrado bajo
el Registro U. S. Copyright Nro. TXU510087. El programa ALIGN-2 es de libre
acceso al publico en Genentech, Inc., South San Francisco, California. El
programa ALIGN-2 debe ser compilado para el uso en un sistema operativo UNIX,
preferentemente, UNIX V4.0D digital. Todos los parametros de comparaciéon de
secuencias son establecidos por el programa ALIGN-2 y no varian.

Los términos "receptor Fc" o "FCR" se usan para describir un receptor que
se une a la regiéon Fc de un anticuerpo. En una realizacién, un FcR de esta
invencion es aquel que se une a un anticuerpo IgG {un receptor gamma) e incluye

receptores de las subclases FcyRI, FeyRIl y FeyRIN, que incluyen variantes alélicas
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y, alternativamente, formas empalmadas de dichos receptores. Los receptores
FeyRIl incluyen FcyRIIA (un "receptor activador') y FcyRIIB (un "receptor
inhibidor"), que tienen secuencias de aminoacidos similares que difieren
principalmente en sus dominios citoplasmicos. El receptor activador FcyRIA
contiene un motivo de activacion a base de tirosina de inmunorreceptor (ITAM, por
sus siglas en inglés) en su dominio citoplasmico. El receptor inhibidor FcyRIIB
contiene un motivo de inhibicidén a base de tirosina de inmunorreceptor (ITIM, por
sus siglas en inglés) en su dominio citoplasmico (ver la resefia de Daéron, Annu.
Rev. Immunol. 15: 203-234 (1997)). El término comprende alotipos, tales como
alotipos de FCyRIIA: FcyRINIA-Phe158, FcyRIIA-Val158, FcyRIIA-R131 vy
FcyRIIA-H131. Los FcR son resefiados en las referencias de Ravetch y Kinet,
Annu. Rev. Immunol., 9: 457-92 (1991); Capel et al., Immunomethods, 4: 25-34
(1994); y de Haas et al, J. Lab. Clin. Med., 126: 330—41 (1895). Otros FcR, que
incluyen aquellos por ser identificados en el futuro, estan contemplados por el
término "FcR" en esta solicitud. El término ademas comprende e! receptor neonato
FcRn, que es responsable de la transferencia de IgG maternas al feto (Guyer et
al., J. Immunol., 117: 887 (1976), y Kim et al.,, J. Immunol., 24: 249 (19394)).

El término "FcRn" se refiere al receptor Fc¢ neonato (FcRn). FcRn es
estructuralmente similar al complejo de histocompatibilidad mayor (MHC, por sus
siglas en inglés), y consiste en una cadena Vv unida en forma no covalente a 32—
microglobulina. Las multiples funciones del receptor F¢ neonato FcRn son
resefiadas en la referencia de Ghetie y Ward (2000): Annu. Rev. Immunol.,, 18,
7389-766. FcRn cumple un rol en el suministro pasivo de inmunoglobulinas IgG de
madre a hijo, y en la regulacién de las concentraciones séricas de 1gG. FcRn
puede actuar como un receptor de rescate, mediante fa unién y el transporte de
IgG pinocitosadas en forma intacta, tanto dentro de las células como a través de
ellas, y su rescate de una via degradante por defecto. |

El documento WO 00/42072 (Presta) y la referencia de Shields et al.,, J.
Biol. Chem. 9 (2). 6591-6604 (2001) describen variantes de anticuerpos con
mayor o menor union a FcR. Los contenidos de dichas publicaciones se

incorporan especificamente en la presente solicitud a modo de referencia.



48

El “dominio CH1" de una regién Fc de IgG humana (tambien denominado
“C1" de dominio “H1") habitualmente se extiende desde alrededor del aminoacido
118 hasta alrededor del aminoacido 215 (sistema de numeracion EU).

La “regidon de bisagra” se define generalmente como un tramo que se
extiende desde Glu216 hasta Pro230 IgG1 humana (Burton, Molec. Immunol., 22:
161-206 (1985)). Las regiones de bisagra de otros isotipos de IgG pueden
alinearse con la secuencia IgG1 mediante la colocacion del primer y el Gltimo
residuos cisteina que forman enlaces S-S de intercadena pesada, en las mismas
posiciones.

La "region de bisagra inferior" de una regién Fc normalmente se define
como el tramo de residuos inmediatamente C—-terminal con respecto a la region de
bisagra, es decir, los residuos 233 a 239 de la regidén Fc. En informes previos, la
unién de FcR se atribuia generalmente a los residuos de amincacidos en la regién
de bisagra inferior de una regién Fc de 1gG.

El “dominio CH2" de una regién Fc de IgG humana (también denominado
“C2" de dominic “H2"} habitualmente se extiende desde alrededor del aminoacido
231 hasta alrededor del aminocacido 340. El dominioc CH2 es de caracter Unico, en
terminos de que no esta cercanamente emparejado con otro dominio. En cambio,
se interponen dos cadenas de carbohidrato ramificadas N-ligadas, entre los dos
dominios CH2 de una molécula de IgG nativa intacta. Se cree que el carbohidrato
puede proporcionar un sustituto para el emparejamiento de dominio—dominio, y
ayudar a la estabilizacién del dominio CH2. Ver la referencia de Burton, Molec.
Immunol., 22: 161-206 (1985).

El “dominio CH3" (también denominado dominio “C2” o “H3"} comprende el
tramo de residuos C~terminales con respecto a un dominio CH2 en una regién Fc
(es decir, desde alrededor del residuo de aminoacido 341 hasta el extremo C-
terminal de una secuencia de anticuerpo, tipicamente, en el residuo de aminoacido
446 6 447 de una IgG).

Una "region Fc funcional” posee una "funcién efectora” de una region Fc de
secuencia nativa. Ejemplos de "funciones efectoras” incluyen la unidén de C1q; la

citotoxicidad dependiente de complemento;, la unién de receptor Fc; la
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citotoxicidad mediada por célula dependiente de anticuerpo (ADCC); la fagocitosis;
la regulacion descendente de receptores de superficie celular (por ejemplo,
receptor de célula B (BCR, por sus siglas en inglés)), etc. Dichas funciones
efectoras requieren generalmente la combinacién de la region Fc con un dominio
de unidn (por ejemplo, un dominio variable de anticuerpo), y pueden evaluarse
usando diversos ensayos, por ejemplo, como se describen en la presente solicitud.

El "C1q" es un polipéptido que incluye un sitio de union para 'a region Fc de
una inmunoglobulina. C1q junto con dos serina proteasas, C1r y C1s, forma el
complejo C1, el primer componente de la via de citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC). C1g humano puede obtenerse en el mercado, por ejemplo,
en Quidel, San Diego, CA.

El término "dominio de union" se refiere a la regidén de un polipéptido que se
une a otra molécula. En el caso de un FcR, el dominio de unién puede comprender
una porcién de una cadena de polipéptido de este (por ejemplo, su cadena alfa),
que es responsable de la unién de una region Fc. Un dominio de unién dtil es el
dominio extracelular de una cadena alfa de FcR.

Un anticuerpo o pepticuerpo con una F¢ de IgG variante con "alterada”
afinidad de unién FcR o actividad ADCC es aquel que tiene o bien mayor o menor
actividad de union de FcR (por ejemplo, FcyR o FcRn) o actividad ADCC, en
comparacion con un polipéptido progenitor o con un polipéptido que comprende
una region Fc de secuencia nativa. La Fc¢ variante que "exhibe mayor unién” a un
FcR se une por lo menos a un FcR con mayor afinidad (por ejemplo, menor Kd
aparente o valor IC50) que el polipéptido progenitor o una Fc de 1gG de secuencia
nativa. De acuerdo con algunas realizaciones, el aumento en la unién en
comparacion con un polipéptido progenitor es de alrededor de 3 veces,
preferentemente, alrededor de 5, 10, 25, 50, 60, 100, 150, 200, 250, 300, 350,
400, 450, 6 500 veces, o0 de alrededor del 25% a 1000% de mayor unién. La
variante de polipéptido que "exhibe menor unidon™ a un F¢R se une a por lo menos
un FcR con menor afinidad (por ejemplo, mayor Kd aparente o mayor valor 1C50)

que un polipéptido progenitor. La disminucién en la unién en comparacion con un
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polipeptido progenitor puede ser de alrededor del 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 0 mas de disminucion en la union.

La "citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo” o "ADCC"
se refiere a una forma de citotoxicidad en la cual Ig secretada unida a receptores
Fc (FcR) presentes en ciertas células citotdxicas (por ejemplo, linfocitos citoliticos
naturales (NK), neutrdfilos y macrofagos) permite que estas células efectoras
citotoxicas se unan especificamente a una célula blanco que porta antigeno, y a
continuacion, maten la célula blanco con citotoxinas. Los anticuerpos "atacan” a
las celulas citotoxicas, y son absolutamente necesarios para dicha muerte. Las
células primarias para la mediacion de ADCC, linfocitos citoliticos naturales,
expresan solo FcyRIll, mientras que los monocitos expresan FcyRIl, FcyRIl y
FeyRIN. La expresion de FeR en células hematopoyéticas se resume en la Tabla 3,
pagina 464, de la referencia de Ravetch y Kinet: Annu. Rev. Immunol., 9. 457-92
(1991). A fin de evaluar la actividad ADCC de una molécula de interés, puede
efectuarse un ensayo de ADCC in vitro, tal como aquel descripto en las Patentes
de los Estados Unidos Nros. 5.500.362 6 5.821.337; o en los Ejemplos expuestos
a continuacion. Las células efectoras Utiles para dichos ensayos incluyen células
mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés) y linfocitos
citoliticos naturales (NK). Alternativa o adicionalmente, la actividad ADCC de la
molécula de interés puede ensayarse in vivo, por ejemplo, en un modelo animal tal
como aquel revelado en la referencia de Clynes ef al. PNAS, 95: 652656 (1998).

El polipeptido que comprende una regidn Fc¢ variante que "exhibe mayor
ADCC" o media la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo
(ADCC) en presencia de células efectoras humanas en forma mas eficaz que un
polipéptido que tiene Fc de IgG de tipo silvestre o un polipéptido progenitor es
aquel que, in vitro o in vivo, es sustancialmente mas eficaz en la mediacion de
ADCC, cuando las cantidades de polipéptido con region Fc variante y el
polipéptido con regién Fc¢ de tipo silvestre (o el polipéptido progenitor) en el ensayo
son esencialmente iguales. En general, dichas variantes seran identificadas
usando el ensayo de ADCC in vitro, como se revela en esta solicitud, si bien se

contemplan otros ensayos o métodos para la determinaciéon de la actividad ADCC,
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por ejemplo, en un modelo animal, etc. En una realizacion, la variante preferida es
de alrededor de 5 veces a alrededor de 100 veces, por ejemplo, de alrededor de
25 a alrededor de 50 veces mas eficaz en la mediacién de ADCC, en comparacion
con la Fc de tipo silvestre (o polipéptido progenitor). ’

La “citotoxicidad dependiente de complemento” o “CDC" se refiere a ia fisis
de una célula blanco en presencia de complemento. La activacidén de la via de
complemento clasica se inicia mediante la union del primer componente del
sistema de complemento (C1q) a anticuerpos (de la subclase apropiada), que
estan unidos a su antigeno cognado. A fin de evaluar la activacién de
complemento, puede efectuarse un ensayo de CDC, por ejemplo, como se
describe en la referencia de Gazzano-Santoro et al.,, J. Immunol. Methods, 202:
163 (1996).

Las variantes de poliﬁéptido con secuencias alteradas de aminoacidos de
region Fc y mayor © menor capacidad de unién C1q se describen en la Patente de
los Estados Unidos Nro. 6.194.551 y en el documento WO 1999/51642. Los
contenidos de dichas publicaciones de patente se incorporan especificamente en
esta solicitud a modo de referencia. Ver, ademas, la referencia de ldusogie ef al. J.
Immunol., 164: 4178-4184 (2000).

Las “celulas efectoras humanas” son leucocitos que expresan uno ¢ mas
FcR y realizan funciones efectoras. De acuerdo con una realizacion, las células
expresan por lo menos FcyRIll y realizan funciones efectoras ADCC. Ejemplos de
leucocitos humanos que median ADCC inciuyen células mononucleares de sangre
periférica (PBMC, por sus siglas en inglés), linfocitos citoliticos naturales (NK, por
sus siglas en inglés), monocitos, células T citotoxicas y neutréfilos,
preferentemente, PBMC y células NK. Las células efectoras pueden ser aisladas
de una fuente nativa, por ejemplo, de sangre o PBMC, como se describe en esta
solicitud.

Los metodos para la medicion de la unién a FcRn son conocidos (ver, por
ejemplo, las referencias de Ghetie, 1997; Hinton, 2004). La union a FcRn humano
in vivo y la semivida sérica de polipéptidos de unién de alta afinidad de FcRn

humano pueden ensayarse, por ejemplo, en ratones transgénicos o en estirpes
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celulares humanas transfectadas que expresan FcRn humano, o en primates a los
cuales se administran los polipéptidos de Fc variante. En una realizaciéon,
especificamente, los anticuerpos anti—a581 de la invencidén que tienen una Fc de
lgG variante exhiben mayor afinidad de unién para FcRn humano, en comparacion
con un polipéptido que tiene Fc de IgG de tipo silvestre, de al menos 2 veces, al
menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos 50 veces, al menos 60 veces, al
menos 70 veces, al menos 80 veces, al menos 100 veces, al menos 125 veces, al
menos 150 veces mayor. En una realizacién especifica, la afinidad de unioén para
FcRn humano se incrementa alrededor de 170 veces.

Para la afinidad de unidon a FcRn, en una realizacion, el EC50 o Kd
aparente (a pH 6,0) del polipéptido es inferior a 1 uM, mas preferentemente,
inferior o igual a 100 nM, mas preferentemente, inferior o igual a 10 nM. En una
realizacion, para la mayor afinidad de unién a FcyRII (F158; es decir, isotipo de
baja afinidad), el EC50 o Kd aparente es inferior o igual a 10 nM, y para FcyRIlI
(V158; isotipo de alta afinidad), el EC50 o Kd aparente es inferior o igual a 3 nM.
De acuerdo con otra realizacién, una reduccién en la unién de un anticuerpo a un
receptor Fc en relacién con un anticuerpo de control (por ejemplo, el anticuerpo
Herceptin®) puede considerarse significativa en relacién con el anticuerpo de
control si la relacion de los valores de las absorbancias en los puntos medios de
las curvas de union de anticuerpo de ensayo y anticuerpo de control (por ejemplo,
A 450 nm(anticuerpo)/A450 nmicontrol Aby ) €S inferior o igual a 40%. De acuerdo con otra
realizacion, un incremento en la union de un anticuerpo a un receptor Fc en
relacion con un anticuerpo de control (por ejemplo, el anticuerpo Herceptin®)
puede considerarse significativa en relacion con el anticuerpo de control si la
relacion de los valores de las absorbancias en los puntos medios de las curvas de
union de anticuerpo de ensayo y anticuerpo de control (por ejemplo,
Au50 nm(anticuerpo) A450 nmicontrol Ab) ) €S Superior o igual a 125%.

Un "polipéptido progenitor” o “anticuerpo progenitor” es un polipéptido o
anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de la cual surgieron el
anticuerpo o polipéptido variante y contra la cual el anticuerpo o polipéptido

variante se compara. Tipicamente, el anticuerpo progenitor o polipéptido
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progenitor carece de una o mas de las modificaciones de regién F¢ reveladas en
esta solicitud, y difiere en Ia funcion efectora en comparacion con una variante de
polipéptido como se revela en esta solicitud. El polipéptido progenitor puede
comprender una regidon Fc de secuencia nativa o una regidn Fc con
modificaciones de secuencia de aminoacidos preexistentes (tales como adiciones,
deleciones o sustituciones).

Los anticuerpos de esta invencion pueden derivarse a partir de la exhibicién
de fagos. De acuerdo con esta solicitud, "genoteca” se refiere a una pluralidad de
secuencias de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, o los acidos nucleicos
que codifican estas secuencias, donde las secuencias son diferentes en la
combinacién de aminoacidos variantes que se introducen en estas secuencias, de
acuerdo con los métodos de la invencion.

La "exhibicidén de fagos" es una técnica por la cual se exhiben polipéptidos
variantes como proteinas de fusién, a por lo menos una porcién de proteina de
cobertura sobre la superficie de fagos, por gjemplo, fagos filamentosos, particulas.
Una utilidad de la exhibicidn de fagos se encuentra en el hecho de que pueden
clasificarse en forma rapida y eficaz grandes genotecas de variantes de proteinas
aleatorizadas , a fin de identificar aquellas secuencias que se unen a un antigeno
blanco con alta afinidad. La exhibicién de genotecas de péptidos y proteinas en
fagos se ha utilizado para la identificacion sistematica de millones de polipéptidos
para la identificacién de aquellos con propiedades de unién especifica. Se han
utilizado meétodos de exhibicion de fagos polivalentes para la exhibicion de
péptidos aleatorios pequefios y proteinas pequefias a través de fusiones o bien al
gen Il o al gen VIl de fagos filamentosos. Wells y Lowman, Curr. Opin. Struct.
Biol,, 3: 355-362 (1992), y referencias aili citadas. En una exhibicion de fagos
monovalentes, se fusiona una genoteca de proteinas o péptidos a un gen lll 0 una
porcién de este, y se expresa en bajas concentraciones en presencia de proteina
de gen Il de tipo silvestre, de modo que las particulas de fagos exhiban una copia
0 ninguna de las proteinas de fusién. Los efectos de afinidad son reducidos en
relacion con fago polivalente, de modo que la clasificacién es sobre la base de ia

afinidad de ligando intrinseca, y se usan vectores fagémidos, que simplifican las
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manipulaciones de ADN. Lowman y Wells, Methods: A companion to Methods in
Enzymology, 3. 205-0216 (1991).

Un "fagémido" es un vector plasmido que tiene un origen de replicacién
bacteriano, por ejempio, Co1E1, y una copia de una regién intergénica de un
bacteriofago. El fagémido puede usarse en cualquier bacteridéfago conocido, por
ejemplo, bacteri6fago filamentoso y bacteriéfago lambdoide. Ademas, el plasmido
contendra generalmente un marcador de seleccion para la resistencia a
antibidtico. Los segmentos de ADN clonados en estos vectores pueden
propagarse como plasmidos. Cuando se proveen células que albergan estos
vectores, con todos los genes necesarios para la produccién de particulas de
fagos, el modo de replicacion del plasmido cambia a la replicacion en circulo
rodante, a fin de generar copias de una hebra del ADN plasmido y particulas de
fagos de paquete. El fagémido puede formar particulas de fagos infecciosas o no
infecciosas. Este término incluye fagémidos que contienen un gen de proteina de
cobertura de fago, o su fragmento, ligado a un gen de polipéptido heterdlogo como
una fusién de gen, de modo que el polipéptido heterélogo es exhibido sobre Ia
superficie de la particula de fago.

El término "vector de fago" significa una forma replicadora de doble hebra
de un bacteriéfago, que contiene un gen heterdlogo y es capaz de replicacion. El
vector de fago tiene un origen de replicacion de fago que permite la replicacion de
fago y la formacién de particula de fago. Preferentemente, el fago es un
bacteriéfago filamentoso, tal como un fago M13, fl, fd, Pf3 o uno de sus derivados,
oun fago lambdoide, tal como lambda, 21, phi80, phi81, 82, 424, 434, etc. o uno
de sus derivados.

Las modificaciones c'ov.alentes de polipéptidos, tales como pepticuerpos,
inmunoadhesinas, anticuerpos y péptidos cortos, se incluyen dentro del alcance de
esta invencion. Un tipo de modificacion covalente incluye la reaccidn de residuos
de aminoacidos blanco de un polipéptido, con un agente de derivacién organico
que es capaz de reaccionar con cadenas laterales seleccionadas o los residuos
N- o C—-terminales del polipéptido. La derivacion con agentes bifuncionales es Gtil,

por ejemplo, para el entrecruzamiento del polipéptido con una superficie 0 matriz
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de soporte insoluble en agua, para el uso en el método de purificacidon de
anticuerpos, y viceversa. Los agentes de entrecruzamiento utilizados comunmente
incluyen, por ejemplo, 1,1-bis(diazoacetil)-2—feniletano, glutaréldehido, ésteres de
N-hidroxi-succinimida, por ejemplo, ésteres con 4&cido 4—azidosalicilico,
imidoésteres homobifuncionales, que incluyen ésteres de disuccinimidilo tales
como 3,3'ditiobis—(succinimidil-propionato), maleimidas bifuncionales tales como
bis—N—maleimido-1,8—octanc y agentes tales como metil—-3-[(p—azidofenil)—
ditio]propioimidato.

Otras modificaciones incluyen la desamidacién de residuos glutaminilo y
asparaginilo hasta los correspondientes residuos glutamilo y aspartilo,
respectivamente; la hidroxilacién de prolina y lisina; la fosforilacién de grupos
hidroxilo de residuos de serilo y treonilo; la metilacién de los grupos a—amino de
cadenas laterales de lisina, arginina e histidina [T. E. Creighton, Protfeins:
Structure and Molecular Properties, W. H. Freeman & Co., San Francisco, pp. 79—
86 (1983)]; la acetilacién de la amina N-terminal; y la amidacion de cualquier
grupo carboxilo C—terminal.

Otras modificaciones incluyen la conjugacién de toxinas con los
antagonistas, como maitansina y maitansinoides, caliqueamicina y otros agentes
citotoxicos.

Otro tipos de modificacion covalente del polipéptido comprende la union del
polipéptido a uno de una diversidad de polimeros no proteinaceos, por ejemplo,
polietilenglicol (PEG), polipropilenglicol o polioxialquilenos, de la manera expuesta
en las Patentes de los Estados Unidos Nros. 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144;
4.670.417;4.791.192 6 4.179.337.

El polipéptido de la presente invenciéon ademas puede ser modificado, si es
conveniente, de modo de formar una molécula quimérica que comprende el
polipéptido fusionado a otro, polipéptido heterdlogo o una secuencia de
aminoacidos (por ejemplo, inmunoadhesinas o pepticuerpos).

En una realizacion, dicha molécula quimérica comprende una fusion del
polipeptido con un dominio de transduccién de proteina que dirige el polipéptido

para el suministro a diversos tejidos, y mas en particular, a través de la barrera
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hematoencefalica, usando, por ejemplo, el dominio de transduccién de proteina de
la proteina TAT del virus de inmunodeficiencia humana (Schwarze ef al, 1999,
Science 285: 1569-72).

En ofra realizacion, dicha molécula quimérica comprende una fusién del
polipéptido con un polipéptido de marca que provee un epitopo al cual puede
unirse selectivamente un anticuerpo antimarca. La marca de epitopo generalmente
se coloca en el término amino o carboxilo de! polipéptido. La presencia de dichas
formas marcadas con epitopo del polipéptido puede detectarse usando un
anticuerpo contra el polipeptido de marca. Ademas, la provisién de la marca de
epitopo permite que el polipéptido sea rapidamente purificado por medio de la
purificacién de afinidad, usando un anticuerpo antimarca u otro tipo de matriz de
afinidad que se une a la marca de epitopo. Se conocen en el arte diversos
polipeptidos de marca y sus respectivos anticuerpos. Ejemplos incluyen las
marcas de polihistidina (poli-His) o poli-histidina—glicina (poli—-His—gly; el
polipeptido de marca HA de ia influenza y su anticuerpo 12CA5 [Field et al., Mo/,
Cell. Biol., 8: 2159-2165 (1988)]; la marca c-myc y los anticuerpos 8F9, 3C7,
BE10, G4, B7 y 9E10 para dicha marca [Evan et al., Molecular and Cellular
Biology, 5: 3610-3616 (1985)]; y la marca de glicoproteina D del virus de herpes
simple (gD) y su anticuerpo [Paborsky et al., Protein Engineering, 3 (6);. 547-553
(1990)]. Otros polipéptidos de marca incluyen el péptido Flag [Hopp ef al,
BioTechnology, 6: 1204-1210 (1988)]; el péptido de epitopo KT3 [Martin et al.,
Science, 255: 192-194 (1992)]; un péptido de epitopo de a-tubulina [Skinner et
al., J. Biol. Chem., 266. 15163-15166 (1991)]; vy la marca de péptido de proteina
10 del gen T7 {Lutz—Freyermuth et al., PNAS USA, 87. 6393~-6397 (1990)].

En una realizaciéon alternativa, la molécula quimérica puede comprender
una fusion del polipéptido con una inmunoglobulina o una regidon particular de una
inmunoglobulina. Para una forma bivalente de la molécula quimérica (por ejemplo,
una “inmunoadhesina”), dicha fusidén podria ser a la region Fc de una molécula
1gG. Las fusiones Ig de esta invencion incluyen polipéptidos que comprenden
aproximadamente los residuos 94-243, los residuos 33-53 o los residuos 33-52, o

solos dichos residuos, de humano, en lugar de por lo menos una regién variable
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dentro de una molécula Ig. En una realizacion particular, la fusion de
inmunoglobulina incluye la bisagra, CH2 y CH3, o la bisagra, regiones CH1, CH2 y
CH3 de una molécula IgG1. Para la producciéon de fusiones de inmunoglobulina,
ver, ademas, la Patente de los Estados Unidos Nro. 5.428.130.

La invencidon provee metodos y composiciones para la inhibicion o
prevencion del crecimiento tumoral de recaida o el crecimientc de células
neoplasicas de recaida. En diversas realizaciones, un cancer es crecimiento
tumoral de recaida o crecimiento de células neoplasicas de recaida cuando la
cantidad de células neoplasicas no ha sido significativamente reducida, o ha
incrementado, o el tamafio de! tumor no se ha reducido en forma significativa, o ha
incrementado, o cuando fracasa cualquier reduccion adicional de tamafio o de la
cantidad de células neoplasicas. La determinacion del tipo de células neoplasicas,
a decir, crecimiento tumoral de recaida o crecimiento de células neoplasicas de
recaida, puede efectuarse o bien in vivo o in vitro, por cualquier método conocido
en el arte para el ensayo de la eficacia de tratamiento en células neoplasicas. Un
tumor resistente al tratamiento anti-VEGF es un ejemplo de un crecimiento
tumoral de recaida.

Una "cantidad eficaz" de un polipéptido, anticuerpo, antagonista o de una
composicidn como se describe en esta solicitud es una cantidad suficiente para
llevar a cabo un proposito especificamente establecido. Una "cantidad eficaz"
puede determinarse empiricamente, y por métodos conocidos que se relacionan
con el propésito establecido.

El término "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de
un anticuerpo, polipeptido, o antagonista de esta invencién, eficaz para "tratar" una
enfermedad o un trastorno en un mamifero (paciente). En el caso del cancer, la
cantidad terapéuticamente eficaz del farmaco puede reducir la cantidad de células
neoplasicas; puede reducir el tamafio del tumor 0 su peso; inhibir (es decir,
disminuir hasta cierto alcance y, preferentemente, detener) la infiltraciéon de células
neoplasicas en érganos periféricos; inhibir (es decir, disminuir hasta cierto alcance
y, preferentemente, detener) la metastasis tumoral; inhibir, hasta cierto alcance, el

crecimiento tumoral; y aliviar hasta cierto alcance uno 0 mas de los sintomas
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asociados con el cancer. Hasta el punto en que el farmaco puede prevenir el
crecimiento o matar células neoplasicas existentes, el farmaco puede ser
citostatico o citotdxico. En una realizacion, la cantidad terapéuticamente eficaz es
una cantidad inhibitoria del crecimiento. En ofra realizacién, la cantidad
terapéuticamente eficaz es una cantidad que extiende la sobrevida de un paciente.
En otra realizacién, la cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad que
mejora |la sobrevida de un paciente libre de avance.

En el caso de la curacion de heridas, el término "cantidad eficaz" o
"cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de un farmaco, eficaz
para acelerar o mejorar la curacion de heridas en un sujeto. Una dosis terapéutica
es una dosis que exhibe un efecto terapéutico en el paciente, y una dosis
subterapéutica es una dosis que no exhibe un efecto terapéutico en el paciente
tratado.

Una "herida crénica” se refiere a una herida que no sana. Ver, por ejemplo,
la referencia de Lazarus et al., "Definitions and guidelines for assessment of
wounds and evaluation of healing”, Arch. Dermmatol., 130. 489-93 (1994). Las
heridas cronicas incluyen, sin limitacién, Ulceras arteriales, Glceras diabéticas,
Ulceras de presion, Ulceras venosas, etc. Una herida aguda puede avanzar hasta
una herida crénica. Las heridas agudas incluyen, sin limitacién, heridas causadas,
por ejemplo, por lesiones térmicas, traumatismo, cirugia, extirpacion de cancer de
piel extenso, infecciones bacterianas y fangicas profundas, vasculitis,
esclerodermia, peénfigo, necrélisis epidérmica toxica, etc. Ver, por ejemplo, la
referencia de Buford, Wound Healing and Pressure Sores, HealingWell.com,
publicada el 24 de octubre de 2001. Una "herida normal” se refiere a una herida
que transita una reparacion de curacion de herida normal.

Una "cantidad inhibitoria del crecimiento" de un polipéptido, anticuerpo,
antagonista o de una composicion de esta invencidon es una cantidad capaz de
inhibir el crecimiento de una célula, en especial, una célula tumoral, por ejempio,
neoplasica, 0 bien in vifro o in vivo. Una "cantidad inhibitoria del crecimiento” de un
polipéptido, anticuerpo, antagonista o una composicion de esta invencion, para los

propésitos de inhibir el crecimiento de células neoplasicas, puede determinarse
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empiricamente y por métodos conocidos o por medio de los ejemplos que se
proveen en esta solicitud.

Una "cantidad citotoxica" de un polipeptido, anticuerpo, antagonista o de
una composicion de esta invencibn es una cantidad capaz de causar la
destruccion de una ceélula, en especial, una ceélula tumoral, por ejemplo,
neoplasica, o bien in vitro o in vivo. Una "cantidad citotéxica" de un polipéptido,
anticuerpo, antagonista o de una composicion de esta invencion, para los
propoésitos de inhibir el crecimiento de células neoplasicas, puede determinarse
empiricamente y por métodos conocidos en el arte.

Una "enfermedad autoinmunitaria”, en esta solicitud, es una enfermedad o
un trastorno que surge de los propios tejidos del individuo, y se dirige contra ellos,
o una manifestacién cosegregada de dicha enfermedad o dicho trastorno, o
afeccién resultante de ellos. Ejemplos de enfermedades o trastornos
autoinmunitarios incluyen, sin limitacion, artritis (artritis reumatoide tal como artritis
aguda, artritis reumatoide cronica, artritis gotosa, artritis gotosa aguda, artritis
inflamatoria cronica, artritis degenerativa, artritis infecciosa, artritis de Lyme, artritis
proliferativa, artritis soridsica, artritis vertebral y artritis reumatoide de inicio juvenil;
artrosis; artritis crénica progrediente, artritis deformante, poliartritis cronica
primaria, artritis reactiva y espondiloartritis anquilosante); enfermedades de Ia piel
hiperproliferativas inflamatorias, soriasis tal como soriasis plaquetaria, soriasis en
gotas, soriasis pustular y soriasis de las ufias; dermatitis, que incluye dermatitis de
contacto, dermatitis de contacto cronica, dermatitis alérgica, dermatitis de contacto
alérgica, dermatitis herpetiforme y dermatitis atopica; sindrome de hiper—IgM x—
ligado; urticaria, tal como urticaria idiopatica cronica, que incluye urticaria
autoinmunitaria cronica; polimiositis/dermatomiositis, dermatomiositis juvenil,
necrolisis epidérmica tdxica, esclerodermia (que incluye esclerodermia sistémica),
esclerosis, tal como esclerosis sistémica, esclerosis multiple (EM) tal como EM
espino—optica, EM progresiva primaria y EM de recaida y remisién; esclerosis
sistémica progresiva, ateroesclerosis, arterioesclerosis, esclerosis diseminada y
esclerosis ataxica; enfermedad intestinal inflamatoria (EH) (por ejemplo,

enfermedad de Crohn, colitis, tal como colitis ulcerante, colitis ulcerosa, colitis

&9



60

microscopica, colitis colagenosa, colitis poliposa, enterocolitis necrosante y colitis
transmural, y enfermedad intestinal autocinmunitaria); piodermia gangrenosa,
eritema nudoso, colangitis esclerosante primaria, epiescleritis); sindrome de
insuficiencia respiratoria, que incluye el sindrome de insuficiencia respiratoria del
adulto o agudo (ARDS, por sus siglas en inglés); meningitis; inflamacién de la
totalidad o parte de la dvea; irtis, coroiditis; un trastorno hematologico
autoinmunitario; espondiloartritis reumatoide, pérdida de cabello repentina,
enfermedades mediadas por IgE, tales como anafilaxis y rinitis alérgica y atépica,
encefalitis, tal como encefalitis de Rasmussen y encefalitis limbica o del tronco
encefalico;, uveitis, tal como uveitis anterior, uveitis anterior aguda, uveitis
granulomatosa, uveitis no granulomatosa, uveitis facoantigénica, uveitis posterior,
o uveitis autoinmunitaria; glomerulonefritis (GN) con sindrome nefrotico o sin
sindrome nefrético, tal como glomerulonefritis crénico o agudo, tal como GN
primaria, GN mediado por la inmunidad, GN membranosa (nefropatia
membranosa), GN membranosa idiopatica, GN proliferativa membranosa (MPGN,
por sus siglas en inglés), que incluye GN tipo | y tipo Il, y GN de rapido avance;
afecciones alérgicas, reaccién alérgica; eccema, que incluye eccema alérgico o
atdpico; asma, tal como asma bronquial y asma autoinmunitaria; afecciones que
involucran la infiltracion de células T y respuestas inflamatorias crénicas;
enfermedad inflamatoria pulmonar crénica, miocarditis autoinmunitaria; deficiencia
de adhesién leucocitaria; lupus eritematoso sistémico (LES) o lupus sistémico de
eritema, tal como LES cutaneo, lupus eritematoso cutaneo subagudo, sindrome de
lupus del neonato (NLE, por sus siglas en inglés), lupus eritematoso diseminado,
lupus (que incluye nefritis, cerebritis, pediatrico, no renal, discoide, alopecia),
diabetes sacarina de inicio juvenil (tipo ), que incluye diabetes sacarina
insulinodependiente (IDDM) pediatrica, diabetes sacarina de inicio en el adulto
(diabetes tipo Il}, diabetes autoinmunitaria, diabetes insipida idiopatica, respuestas
inmunitarias asociadas con la hipersensibilidad aguda y demorada mediada por
citoquinas y linfocitos T, tuberculosis, sarcoidosis, granulomatosis, que incluye
granulomatosis linfomatoide, granulomatosis de Wegener, agranulocitosis,

vasculitis, que incluye vasculitis (que incluye vasculitis de los vasos grandes (por
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ejemplo, polimialgia reumatica y arteritis de células gigantes (de Takayasu)),
vasculitis de los vasos medianos (que incluye la enfermedad de Kawasaki y
poliarteritis nudosa), poliarteritis microscopica, vasculitis del SNC, vasculitis
necrosante, cutaneo o de hipersensibilidad, vasculitis necrosante sistémica, y
vasculitis asociada con ANCA (sigla en inglés de "autoanticuerpos citoplasmicos
antineutréfilos™), tal como vasculitis o sindrome de Churg—Strauss (CSS, por sus
siglas en inglés)); arteritis temporal, anemia aplasica, anemia aplasica
autoinmunitaria, anemia positiva de Coombs, anemia de Diamond Blackfan,
anemia hemolitica o anemia hemolitica inmunitaria que incluye anemia hemolitica
autoinmunitaria (AIHA, por sus siglas en inglés), anemia perniciosa, enfermedad
de Addison, anemia eritrocitaria pura o aplasia (PRCA, por sus siglas en ingiés),
deficiencia de Factor VIII, hemofilia A, neutropenia autoinmunitaria, pancitopenia,
leucopenia, enfermedades que involucran diapédesis leucocitaria, trastornos
inflamatorios del SNC, sindrome de lesion de érganos mdltiples, por ejemplo,
aquellos secundarios a la septicemia, al traumatismo o a la hemorragia;
enfermedades mediadas por el complejo de antigeno—anticuerpo; enfermedad de
la membrana basal antiglomerular; sindrome de anticuerpo antifosfolipido; neuritis
alergica, enfermedad de Bechet o Behcet; sindrome de Castleman, sindrome de
Goodpasture, sindrome de Reynaud, sindrome de Sjogren, sindrome de Stevens—
Johnson; penfigoide, tal como penfigoide ampolloso y penfigoide cutaneo; pénfigo
(que incluye pénfigo vulgar, pénfigo folidceo, pénfigo penfigoide de la membrana
mucosa y pénfigo eritematoso); poliendocrinopatias autoinmunitarias; enfermedad
o sindrome de Reiter; nefritis de complejo inmunitario, nefritis mediada por
anticuerpos, neuropatia cronica, tal como polineuropatias de IgM o neuropatia
mediada por IgM; trombocitopenia (tal como ia desarrollada por pacientes de
infarto de miocardio), que incluye parpura trombocitopénica trombética (TTP, por
sus siglas en inglés) y trombocitopenia autoinmunitaria o mediada por la
inmunidad, tal como parpura trombocitopénica idiopatica (ITP, por sus siglas en
inglés), que incluye ITP crénica o aguda; enfermedades autoinmunitarias de los
testiculos y los ovarios, que incluyen orquitis y ovaritis autoinmunitarias,

hipotiroidismo  primario,  hipoparatiroidismo, enfermedades  endrocrinas
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autoinmunitarias, que incluyen tiroiditis, tal como tiroiditis autoinmunitaria,
enfermedad de Hashimoto, tiroiditis crénica (tirioditis de Hashimoto), o tiroiditis
subaguda, enfermedad tiroidea autoinmunitaria, hipotiroidismo idiopatico,
enfermedad de Grave, sindromes poliglandulares, tales como sindromes
poliglandulares autoinmunitarios (0 sindromes de endocrinopatia poliglandular),
sindromes  paraneoplasicos, que incluyen sindromes paraneoplasicos
neurolégicos tales como el sindrome miasténico de Lambert—Eaton o sindrome de
Eaton-Lambert;, sindrome de hombre o persona rigida; encefalomielitis, tales
como encefalomielitis alérgica o encefalomielitis de alergia y encefalimielitis
alérgica experimental (EAE), miastenia grave, degeneracion cerebelar,
neuromiotonia, opsoclono o sindrome de mioclono opsoclono (OMS, por sus
siglas en inglés), y neuropatia sensorial; sindrome de Sheehan, hepatitis
autoinmunitaria, hepatitis crénica, hepatitis lupoide, hepatitis de células gigantes,
hepatitis activa cronica o hepatitis activa cronica autoinmunitaria; neumonitis
intersticial linfoide, bronquiolitis obliterante {(no trasplante) comparada con NSIP
(sigla en inglés de "neumonia intersticial no especifica"); sindrome de Guillain—
Barré, enfermedad de Berger (nefropatia de IgA), nefropatia de IgA idiopética,
dermatosis de IgA lineal, cirrosis biliar primaria, neumonocirrosis, sindrome de
enteropatia autoinmunitaria, enfermedad celiaca, celiaquia, estomatits celiaca
(enteropatia del gluten), estomatitis resistente, estomatitis idiopatica;
crioglobulinemia, esclerosis lateral amilotréfica (ELA; enfermedad de Lou Gehrig),
arteriopatia coronaria, enfermedad del oido interno autoinmunitaria (AIED, por sus
siglas en inglés) o pérdida de la audiciéon autoinmunitaria, sindrome de mioclono
opsoclono (OMS, por sus siglas en inglés), policondritis tal como policondritis
resistente o de recaida,; proteinosis alveolar pulmonar, amiloidosis, escleritis; una
linfocitosis no neoplasica, una linfocitosis primaria, que incluye linfocitosis de
célula B monoclonal (por ejemplo, gammopatia monoclonal benigna y gamopatia
monoclonal de significacion indeterminada, MGUS, por sus siglas en inglés);
neuropatia periférica, sindrome paraneoplasico, canalopatias tales como epilepsia,
migrafa, arritmia, trastornos musculares, sordera, ceguera, pardlisis periodica y

canalopatias del SNC; autismo, miopatia inflamatoria, glomeruloesclerosis
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segmental focal (FSGS, por sus siglas en inglés), oftalmopatia endocrina,
uveorretinitis, coriorretinitis; trastorno hepatolégico autoinmunitario; fibromialgia,
insuficiencia endocrina miultiple, sindrome de Schmidt, suprarrenalitis, atrofia
gastrica, demencia presenil, enfermedades desmielinizantes tales como
enfermedades desmielinizantes autoinmunitarias; nefropatia diabética, sindrome
de Dressler; alopecia circunscrita, sindrome CREST (calcinosis, fendmeno de
Raynaud, dismotilidad esofagica, esclerodactilia y telangiectasia), infertilidad
autoinmunitaria masculina y femenina, enfermedad del tejido conectivo mixta,
enfermedad de Chagas, fiebre reumatica, aborto recurrente, pulmoén del
campesino, eritema multiforme, sindrome poscardiotomia, sindrome de Cushing,
neumopatia de los avicultores, angiitis granulomatosa alérgica, angiitis linfocitica
benigna, sindrome de Alport, alveolitis, tal como alveolitis alérgica y alveolitis
fibrosante; enfermedad pulmonar intersticial, reaccién de transfusion, lepra,
malaria, leishmaniosis, quipanosomiasis, esquistosomiasis, ascariosis,
aspergilosis, sindrome de Sampter, sindrome de Caplan, dengue, endocarditis,
fibrosis endomiocardica, fibrosis pulmonar intersticial difusa, fibrosis pulmonar
intersticial, fibrosis pulmonar idiopatica, fibrosis quistica, endoftalmitis, eritema
elevado diutino, eritroblastosis fetal, fascitis eosinofila, sindrome de Shulman,
sindrome de Felty, filariasis, ciclitis, tal como ciclitis cronica, ciclitis heterocrénica,
iridociclitis o ciclitis de Fuch; purpura de Henoch—Schonlein, infeccidén del virus de
la inmuncdeficiencia humana (HIV), infeccion de ecovirus, miocardiopatia,
enfermedad de Alzheimer, infeccién de parvovirus, infeccion del virus de la
rubéola, sindromes posvacunacion, infeccidn de rubéola congénita, infeccion del
virus de Epstein—Barr, paperas, sindrome de Evan, insuficiencia gonadal
autoinmunitaria, corea de Sydenham, nefrits posestreptocdcica, tromboangitis
obliterante, tirotoxicosis, tabes dorsal, corioiditis, polimialgia de células gigantes,
oftaimopatia endocrina, neumonitis hipersensible cronica, queratoconjuntivitis
seca, queratoconjuntivitis epidémica, sindrome nefritico idiopéatico, nefropatia de
cambio minimo, lesién de reperfusion isquémica y familiar benigna, autoinmunidad
retiniana, inflamacion de las articulaciones, bronquitis, enfermedad de las vias

respiratorias obstructiva cronica, silicosis, aftas, estomatitis aftosa, trastornos
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arterioescleroticos, espermiogénesis, hemdlisis autoinmunitaria, enfermedad de
Boeck, crioglobulinemia, contractura de Dupuytren, endoftalmia faccanafilactica,
enteritis alérgica, eritema nudoso leproso, paralisis facial idiopatica, sindrome de
fatiga crénica, fiebre reumatica, enfermedad de Hamman-Rich, pérdida de la
audicion sensoneural, hemoglobinuria paroxismatica, hipogonadismo, ileitis
regional, leucopenia, mononucleosis infecciosa, mielitis transversal, mixedema
idiopatico primario, nefrosis, oftalmia simpdtica, orquitis granulomatosa,
pancreatitis, polirradiculitis aguda, piodermia gangrenosa, tiroiditis de Quervain,
atrofia esplénica adquirida, infertilidad debido a anticuerpos antiespermatozoarios,
timoma no maligno, vitiligo, SCID (sindrome en inglés de "inmunodeficiencia
combinada severa") y enfermedades asociadas con el virus de Epstein—Barr,
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida), enfermedades parasitarias tales
como lesihmaniosis, sindrome de choque téxico, envenenamiento por alimentos,
afecciones que involucran la infiltracion de células T, deficiencia de adhesion
leucocitaria, respuestas inmunitarias asociadas con hipersensibilidad aguda y
demorada mediada por citoquinas y linfocitos T, enfermedades que involucran
diapedesis leucocitaria, sindrome de lesiéon de érganos multiples, enfermedades
mediadas por el complejo de antigeno—anticuerpo, enfermedad de la membrana
basal antiglomerular, neuritis alérgica, poliendocrinopatias autoinmunitarias,
ovaritis, mixedema primario, gastritis atréfica autoinmunitaria, oftalmia simpatica,
enfermedades reumaticas, enfermedad del tejido conectivo mixta, sindrome
nefrético, insulitis, insuficiencia poliendocrina, neuropatia periférica, sindrome
poliglandular autoinmunitario tipo |, hipoparatiroidismo idiopatico de inicio en el
adulto (AQIH, por sus siglas en inglés), alopecia total, miocardiopatia dilatada,
epidermoélisis ampollosa adquirida (EBA, por sus siglas en inglés),
hemocromatosis, miocarditis, sindrome nefrético, colangitis esclerosante primaria,
sinusitis purulenta o no purulenta, sinusitis aguda o crénica, sinusitis etmoide,
frontal, maxilar o esfenoide, un trastorno relacionado con los eosindfilos, tal como
eosinofilia, eosinofilia de infiltracién pulmenar, sindrome de eosinofilia—mialgia,
sindrome de Loffler, neumonia eosinofilica crénica, eosinofilia pulmonar tropical,

aspergilosis bronconeumonica, aspergiloma, o granulomas que contienen

e
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eosindfilos, anafilaxia, espondiloartritis seronegativas, enfermedad autoinmunitaria
poliendocrina, colangitis esclerosante, esclerética, epiesclerética, candidiasis
mucocutanea crénica, sindrome de Bruton, hipogammaglobulinemia transitoria de
la infancia, sindrome de Wiskott—Aldrich, ataxia telangiectasia, trastornos
autoinmunitarios asociados con la enfermedad del colageno, reumatismo,
enfermedad neurolégica, trastorno de reperfusion isquémica, reduccidon en la
respuesta de la tensién arterial, disfuncién vascular, aneurisma, lesién de tejido,
Isquemia cardiovascular, hiperalgesia, isquemia cerebral y enfermedad que
acompafia la vascularizacién, trastornos de hipersensibilidad alérgica,
glomerulonefritis, lesion de reperfusion, lesién de reperfusidon de tejido miocardico
u otros tejidos, dermatosis con componentes inflamatorios agudos, meningitis
purulenta aguda, u otros trastornos inflamatorios del sistema nervioso central,
sindromes asociados con transfusidn de granulocitos, toxicidad inducida por
citoquinas, inflamacion grave aguda, inflamacion resistente al tratamiento crénica,
pielitis, neumonaocirrosis, retinopatia diabética, trastorno diabético de las arterias
de grueso calibre, hiperplasia endoarterial, dGicera péptica, valvulitis vy
endometriosis.

El término “deteccién” tiene el propésito de incluir la determinacion de la
presencia o ausencia de un agente, o la cuantificaciéon de la cantidad de un
agente. En consecuencia, el término se refiere al uso de los materiales, las
composiciones y los métodos de la presente invencion para determinaciones
cualitativas y cuantitativas. En general, la técnica particular utilizada para la
deteccién no es decisiva para la practica de la invencion.

Por ejemplo, la “deteccion”, de acuerdo con la invencién, puede incluir: la
observacion de la presencia o ausencia de producto génico a5, un producto
génico B1 (por ejemplo, moléculas de ARNm), o un polipéptido a5 o a581; un
cambio en los niveles de un polipéptido a5 o a5p1 o de la cantidad ligada a un
blanco; un cambio en la funcién/actividad biologica de un polipéptido a5 o a5p1.
En algunas realizaciones, la “deteccidén” puede incluir la deteccién de los niveles
de a5 o adB1 de tipo silvestre (por ejemplo, los niveles de polipéptidos 0 ARNm).

La deteccidn puede comprender la cuantificacion de un cambio (por ejemplo, un
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incremento 0 una disminucion) de cualquier valor de por lo menos
aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%, o mas, en comparacién con
un control. La deteccion puede incluir la cuantificacidon de un cambio de cualquier
valor de por lo menos aproximadamente 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6
veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 0 mas, por ejemplo, 20 veces, 30
veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces o
mas.

El término “marca", empleado en la presente solicitud, se refiere a una
composicidn o un compuesto detectable que se conjuga directa o indirectamente
al anticuerpo. La merca puede ser, en si misma, detectable (por ejemplo, marcas
de radiois6topos 0 marcas fluorescentes) o, en el caso de una marca enzimatica,
puede catalizar la alteracién quimica de un compuesto sustrato o una composicion

gue es detectable.
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lil. Anticuerpos anti—a5p1.

Se proveen en esta solicitud anticuerpos que pueden unirse a a531 humana
e inhibir en forma competitiva la unién del anticuerpo anti—a5p1 18C12 a a5B1
humana. Por lo tanto, una realizacion de la invencién provee anticuerpos que
comprenden una secuencia liviana variable (VL) expuesta en cualquiera de SEC.
ID. NROS.: 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8, y una secuencia pesada variable (VH) expuesta en
cualquiera de SEC. ID. NROS: 9, 10, 11, 12, 13 6 14, Se contemplan ademas las
formas humanas o quiméricas (que incluyen, por ejemplo, humanizadas) de los
anticuerpos anti—-a5B1 que se describen en esta solicitud.

De acuerdo con una realizacién, el anticuerpo se une a a5f1 humana con
un valor Kd entre 500 nM y 1 pM. En ciertas realizaciones, un anticuerpo
proporcionado en esta solicitud tiene una constante de disociacion (Kd) de < 1 uM,
< 100 nM, € 10 nM, < 1 nM, = 0,1 nM, < 0,01 nM, o £ 0,001 nM (por ejemplo, 107°
M o menos, por ejemplo, de 10° M a 107 M; por ejemplo, de 10° M a 107" M).
De acuerdo con otra realizacion, el anticuerpo no se une a aVp3 o aVp5 o aVp1.
De acuerdo con otra realizacién, el anticuerpo comprende una secuencia Fc de
una IgG humana, por ejemplo, IgG1 humana o IlgG4 humana. En otra realizacion,
una secuencia Fc¢ se ha alterado o cambiado de otro medo de modo que carece
de la funcidn efectora de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC),
a menudo, relacionada con su unidn a receptores Fe (FcR). Hay muchos ejemplos
de cambios o mutaciones en secuencias Fc que pueden alterar la funcion efectora.
Por ejemplo, el documento WO 00/42072 v la referencia de Shields et al., J. Biol.
Chem. 9 (2): 65916604 (2001) describen variantes de anticuerpos con mayor o
menor unidn a FcR. Los contenidos de dichas publicaciones se incorporan
especificamente en esta solicitud, a modo de referencia. El anticuerpo puede
presentarse en forma de un fragmento Fab, Fab’, F(ab)’,, Fv de cadena simple
(scFv), un fragmento Fv; un diacuerpo, y un anticuerpo lineal. Ademas, el
anticuerpo puede ser un anticuerpo muitiespecifico que se une a a581 y es un
antagonista de a5B1, si bien se une ademas a uno o0 mas blancos e inhibe su
funcidon (por ejemplo, VEGF), o puede ser un anticuerpo multiespecifico que se

une a dos o mas sitios diferentes en a5B1. El anticuerpo puede conjugarse a un
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agente terapéutico (por ejemplo, un agente citotéxico, un radioisdétopo y un agente
quimioterapéutico) o una marca para la deteccidbn de aS5B1 en muestras de
pacientes, o in vivo, por medio de imagenes (por ejemplo, radioisétopo, colorante
fluorescente y enzima).

Se contemplan ademas, las moléculas de acido nucleico que codifican los
anticuerpos anti-adf1, vectores de expresion que comprenden moléculas de
acido nucleico que codifican uno o ambos dominios variabies, y células que
comprenden las moléculas de acido nucleico. Estos anticuerpos pueden usarse en
las terapias que se describen en esta solicitud, a fin de detectar proteina a51 en
muestras de pacientes (por ejemplo, usando FACS, inmunohistoquimica (IHC),
ensayos ELISA) o0 en pacientes.

A. Anticuerpos monoclonales.

Los anticuerpos monoclonales pueden prepararse, por ejemplo, usando
meétodos de hibridoma, tales como aquellos descriptos por Kohler y Miistein,
Nature, 256. 495 (1975), pueden prepararse por medio de métodos de ADN
recombinado (Patente de los Estados Unidos Nro. 4.816.567), o pueden
producirse por los métodos que se describen en esta solicitud, en los Ejemplos
que siguen. En un método de hibridoma, un hamster, ratén u otro animal huésped
apropiado se inmuniza tipicémente con un agente de inmunizacion (por ejemplo,
un polipéptido a5, g1, o a5B1 solo o en combinacién con un portador adecuado), a
fin de producir linfocitos que producen o son capaces de producir anticuerpos que
se uniran de manera especifica al agente de inmunizacidén. Alternativamente, los
linfocitos pueden inmunizarse in vitro.

El agente de inmunizacién tipicamente incluira un polipéptido o una proteina
de fusion de 1a proteina de interés, o una composicion que comprende la proteina.
En general, se usan o bien linfocitos de sangre periférica (“PE?L", por sus siglas en
ingiés), si se desean células de origen humano, o se usaﬁ células del bazo o
celulas de los nodos linfaticos, si se desean fuentes mamiferas no humanas. Los
linfocitos entonces se fusionan con una estirpe celular inmortalizada usando un
agente de fusi()n adecuado, tal como polietilenglicol, a fin de formar una céluia de

hibridoma. Goding, MONOCLONAL ANTIBODIES: PRINCIPLES AND PRACTICE (New York:
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Academic Press, 1986), pp. 59-103. Las estirpes celulares inmortalizadas
habitualmente son células de mamiferos transformadas, en particular, células de
mieloma de origen roedor, bovino y humano. Habitualmente, se emplean estirpes
celulares de mieloma de ratdn o rata. Las células de hibridoma pueden cultivarse
en un medio de cultivo adecuado que, preferentemente, contiene una o mas
sustancias que inhiben el crecimiento o la supervivencia de las células no
fusionadas, inmortalizadas. Por ejemplo, si las células progenitoras carecen de la
enzima hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio
de cultivo para los hibridomas tipicamente incluira hipoxantina, aminopterina y
timidina ("medio HAT"), donde dichas sustancias previenen el crecimiento de
células deficientes en HGPRT.

Las estirpes celulares inmortalizadas preferidas son aquellas que se
fusionan en forma eficaz, sostienen la expresion estable de alto nivel de
anticuerpo por las células productoras de anticuerpo seleccionadas, y son
sensibles al medio, tal como medio HAT. Las estirpes celulares inmortalizadas
mas preferidas son lineas de mieloma murinas, que pueden obtenerse, por
ejemplo, en el Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, California y la
American Type Culture Collection (Coleccién de Cultivos de Tipo Norteamericano),
Manassas, Virginia. Las estirpes celulares de heteromieloma de ratén y humano y
de mieloma humano también se han descripto para la produccion de anticuerpos
monoclonales humanos Kozbor, J. Immunol., 133: 3001 (1984); Brodeur ef al.,
MONOCLONAL ANTIBODY PRODUCTION TECHNIQUES AND APPLICATIONS (Marce! Dekker,
Inc.: New York, 1987) pp. 51-63.

El medio de cultivo en el cual se cultivan las células de hibridoma entonces
puede ensayarse a fin de determinar la presencia de anticuerpos monoclonales
dirigidos contra el polipéptido. La especificidad de union de anticuerpos
monoclonales producidos por las células de hibridoma puede determinarse por
medio de la inmunoprecipitacién o por medio de un ensayo de unioén in vitro, tal
como el radicinmunoensayo (RIA) ¢ el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima

(ELISA). Dichas técnicas y ensayos se conocen en el arte. La afinidad de union
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del anticuerpo monoclonal, por ejemplo, puede determinarse por medio del
analisis Scatchard de Munson and Pollard, Anal. Biochem., 107: 220 (1980).

Después de identificar las células de hibridoma deseadas, los clones
pueden subclonarse por medio de procedimientos de dilucidén de limitacién, y
pueden cultivarse por métodos convencionales. Goding, supra. El medio de cultivo
adecuado para este propésito incluye, por ejemplo, medio de Eagle modificado de
Dulbecco y RPMI-1640. Alternativamente, las células de hibridoma pueden
cultivarse in vivo como ascitis, en un mamifero.

Los anticuerpos monocionales secretados por los subclones pueden ser
aislados o purificados del medio de cultive o el fluido ascitico por medio de
procedimientos de purificacion de inmunoglobulina convencionales, tales como
proteina A-Sepharose, cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis de gel,
dialisis o cromatografia de afinidad.

Los anticuerpos monoclonales ademas pueden prepararse por medio de
métaodos de ADN recombinado, tales como aquellos descriptos en la Patente de
los Estados Unidos Nro. 4.816.567. EI ADN codificador de los anticuerpos
monoclonales de la invencion puede ser aislado sin dificultad y secuenciado
usando procedimientos convencionales (por ejemplo, usando sondas de
oligonucledtidos que son capaces de unirse en forma especifica a genes que
codifican las cadenas pesada y liviana de anticuerpos murinos). Las celulas de
hibridoma de la invencidn sirven como una fuente preferida de dicho ADN. Una
vez aislado, el ADN puede ser colocado en vectores de expresidn, que luego son
transfectados en células huéspedes tales como células COS de simio, células de
ovario de hamster chino {CHO), o células de migloma que no producen de otro
modo proteina inmunoglobulina, a fin de obtener la sintesis de anticuerpos
monoclonales en las celulas huéspedes recombinadas. El ADN ademas puede ser
modificado, por ejemplo, mediante la sustitucidn con la secuencia codificadora
para los dominios constantes humanos de cadena pesada y liviana, en lugar de
las secuencias murinas homologas (Patente de los Estados Unidos Nro.
4.816.567; Morrison et al., supra), o0 mediante la unién covalente a la secuencia

codificadora de inmunoglobulina, de la totalidad o parte de la secuencia
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codificadora para un polipéptido no inmunoglobulina. Con dicho polipéptido no
inmunoglobulina pueden sustituirse los dominios constantes de un anticuerpo de la
invencion, o pueden sustituirse los dominios variables de un sitio de combinacion
de antigeno de un anticuerpo de la invencidon, de manera de crear un anticuerpo
bivalente quimérico.

Los anticuerpos pueden ser anticuerpos monovalentes. Los métodos para
la preparacion de anticuerpos monovalentes son conocidos en el arte. Por
ejemplo, un meétodo involucra la expresién recombinada de cadena liviana de
inmunoglobulina y cadena pesada modificada. La cadena pesada es truncada
generaimente en cualquier punto en la region Fc de modo de evitar el
entrecruzamiento de cadena pesada. Alternativamente, los residuos cisteina
pertinentes son sustituidos con otro residuo de aminoacido, o son deleteados de
manera de evitar el entrecruzamiento.

Los métodos in vitro también se usan para la preparacion de anticuerpos
monovalentes. La digestion de anticuerpos para la produccion de sus fragmentos,
en particular, fragmentos Fab, puede efectuarse usando, sin limitacion, técnicas
conocidas en el arte.

B. Anticuerpos humanos.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en esta solicitud es
un anticuerpo humano. Los anticuerpos humanos pueden producirse usando
diversas tecnicas conocidas en el arte. Los anticuerpos humanos se describen
generalmente en la referencia de van Dijk y van de Winkel, Curr. Opin.
Pharmacol., 5. 368-74 (2001), y Lonberg, Curr. Opin. Immunol., 20: 450-459
(2008).

Los anticuerpos humanos pueden prepararse mediante la administracion de
un inmunégeno a un animal transgénico que ha sido modificado para producir
anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones variables
humanas en respuesta a la estimulacion antigenica. Dichos animales tipicamente
contienen la totalidad o una porcién de los /oci (lugares) de inmunogliobulina
humana, que reemplazan los foci de inmunoglobulina endégena, ¢ que se

presentan en forma extracromosémica ¢ integrada aleatoriamente en los

&l
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cromosomas del animal. En dichos ratones transgénicos, los Jloci de
inmunoglobulina endégena han sido generalmente inactivados. Para una resena
de los métodos para la obtencion de anticuerpos humanos de animales
transgenicos, ver la referencia de Lonberg, Nat. Biotech., 23: 1117-1125 (2005).
Ver, ademas, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nros. 6.075.181 y
6.150.584, que describen la tecnologia XENOMOUSE™, Patente de los Estados
Unidos Nro. 5.770.429, que describe la tecnologia HuMAB®; Patente de los
Estados Unidos Nro. 7.041.870, que describe la tecnologia K-M MOUSE®, y
Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados Unidos Nro. 2007/0061900,
que describe la tecnologia VELOCIMOUSE®). Las regiones variables humanas de
anticuerpos intactos generados por dichos animales pueden modificarse
adicionalmente, por ejemplo, mediante la combinacién con una regién constante
humana diferente.

Los anticuerpos humanos pueden prepararse ademas por medio de
métodos sobre la base de hibridoma. Se han descripto estirpes celulares de
mieloma humano y de heteromieloma de raton y humano para la produccion de
anticuerpos monoclonales humanos. (Ver, por ejemplo, Kozbor, J. Immunol., 133:
3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and
Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987); y Boerner ef al., J.
Immunol., 147: 86 (1991)). Los anticuerpos humanos generados por medio de la
tecnologia de hibridoma de células B humanas se describen también en la
referencia de Li et al, PNAS. USA, 103. 3557-3562 (2006). Los métodos
adicionales incluyen aquellos descriptos, por ejemplo, en la Patente de los
Estados Unidos Nro. 7.189.826 (que describe la produccidén de anticuerpos IgM
humanos monoclonales de estirpes celulares de hibridoma) y Ni, Xiandai
Mianyixue, 26 (4): 265-268 (2006) (que describe hibridomas de humano-
humano). La tecnologia de hibridoma humano (tecnologia Trioma) también se
describe en la referencia de Volimers y Brandlein, Hisfology and Histopathology,
20 (3): 927-937 (2005), y Vollmers y Brandlein, Methods and Findings in
Experimental and Clinical Pharmacology, 27 (3): 185-91 (2005).

82
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Los anticuerpos humanos pueden ser generados también por medio del
aislamiento de secuencias de dominio variable de clon Fv seleccionadas de
genotecas de exhibicion de fagos derivadas de humanos. Dichas secuencias de
dominio variable entonces pueden combinarse con un dominio constante humano
deseado. Las técnicas para la seleccién de anticuerpos humanos de genotecas de
anticuerpos se describen a continuacion.

C. Anticuerpos derivados de genotecas.

Los anticuerpos de la invencidn pueden aislarse por medio de la
identificacion sistematica de genotecas de combinacién a fin de establecer
anticuerpos con la actividad o las actividades deseadas. Por ejemplo, se conocen
en el arte una diversidad de métodos para la generacién de genotecas de
exhibicion de fagos y la identificacion sistematica de dichas genotecas a fin de
establecer anticuerpos que posean las caracteristicas de unién deseadas. Dichos
meétodos son resefiados, por ejemplo, en la referencia de Hoogenboom et al,, en
Methods in Molecular Biology, 178: 1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press,
Totowa, NJ, 2001) y son descriptes adicionalmente, por ejemplo, en la referencia
de McCafferty et al., Nature, 348: 552-554; Clackson et al., Nature, 352;: 624-628
(1991); Marks et al., J. Mol Biol, 222: 581-597 (1992); Marks y Bradbury, en
Methods in Molecular Biology, 248. 161-175 (Lo, ed., Human Press, Totowa, NJ,
2003); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338 (2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol.
340 (5): 1073—-1093 (2004); Fellouse, PNAS USA, 101 (34). 12467-12472 (2004);
y Lee et al., J. Immunol. Methods, 284 (1-2): 119-132 (2004).

En ciertos métodos de exhibicion de fagos, se clonan en forma separada
repertorios de genes VH y VL por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), y se recombinan en forma aleatoria en genotecas de fagos, que
luego pueden someterse a la identificacion sistematica a fin de establecer fago de
union de antigeno, como se describe en la referencia de Winter ef al., Ann. Rev.
Immunol., 12: 433455 (1994). Los fagos habitualmente exhiben fragmentos de
anticuerpos, o bien como fragmentos Fv de cadena simple (scFv) o como
fragmentos Fab. Las genotecas de fuentes inmunizadas proporcionan anticuerpos

de alta afinidad al inmunégeno, sin la necesidad de construccidon de hibridomas.
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Alternativamente el repertorio original puede clonarse (por ejemplo, de humano) a
fin de proporcionar una sola fuente de anticuerpos a un amplio rango de no
autoantigenos, y también, autoantigenos, sin ninguna inmunizacion, como lo
describen Griffiths ef al.,, EMBO J., 12: 725-734 (1993). Finalmente, las genotecas
originales también pueden prepararse en forma sintética, mediante la clonacién de
segmentos de genes V no redispuestos de celulas madre, y el uso de cebadores
de PCR que contienen secuencia aleatoria, a fin de codificar las regiones CDR3
altamente variables y lograr la redisposicidbn in wvitro, como lo describen
Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227. 381-388 (1992). Las publicaciones de
patente que describen genotecas de fagos de anticuerpos humanos incluyen, por
ejemplo: Patente de los Estados Unidos Nro. 5.750.373 y Publicaciones de
Patente de los Estados Unidos Nros. 2005/0079574, 2005/0119455,
2005/0266000, 2007/0117126, 2007/0160598, 2007/0237764, 2007/0292936 y
2009/0002360.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos aislados de genotecas de
anticuerpos humanos se consideran anticuerpos humanos o fragmentos de
anticuerpos humanos, en esta solicitud.

D. Anticuerpos quiméricos y humanizados.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en esta solicitud es
un anticuerpo quimérico. Ciertos anticuerpos quimericos se describen, por
ejemplo, en la Patente de los Estados Uniaos Nro. 4.816.567; y en la referencia de
Morrison et al., PNAS USA, 81: 6851-6855 (1984)). En un ejemplo, un anticuerpo
quimérico comprende una region variable no humana (por ejemplo, una region
variable derivada de raton, rata, hamster, conejo, 0 primate no humano, tal como
mono) y una regidon constante humana. En un ejemplo adicional, un anticuerpo
quimerico es un anticuerpo “con cambio de clase”, en el cual la clase o subclase
ha sido cambiada de aquella del anticuerpo progenitor. Los anticuerpos quiméricos
incluyen sus fragmentos de unién de antigeno. |

En ciertas realizaciones, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo
humanizado. Habituaimente, un anticuerpo no humano es humanizado a fin de

reducir la inmunogenicidad en humanos, y a ia vez, retener la especificidad y la
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afinidad del anticuerpo no humano progenitor. Generalmente, un anticuerpo
humanizado comprende uno ¢ mas dominios variables donde las HVR, por
ejemplo, CDR (o sus porciones), derivan de un anticuerpo no humano, y las FR (o
sus porciones) derivan de secuencias de anticuerpos humanos. Un anticuerpo
humanizado opcionalmente comprendera por lo menos una porcién de una regién
constante humana. En algunas realizaciones, algunos residuos FR en un
anticuerpo humanizado estan sustituidos con residuos correspondientes de un
anticuerpo no humano (por ejemplo, el anticuerpo del cual derivan los residuos
HVR), por ejemplo, a fin de restaurar o mejorar la afinidad o especificidad de
anticuerpo.

Los anticuerpos humanizados y los métodos para su preparacion son
resefiados, por ejemplo, en [a referencia de Almagro y Fransson, Fronf. Biosci.,
13: 1619-1633 (2008), y son adicionalmente descriptos, por ejemplo, en las
referencias de Riechmann et al., Nature, 332: 323-329 (1988); Queen et al., PNAS
USA, 86: 10029-10033 (1989); Patentes de los Estados Unidos Nros.
5.821.337; 7.527.791, 6.982.321 y 7.087.409; Kashmiri ef al., Methods, 36: 25-34
(2005) (que describen el injerto de SDR (a—-CDR)); Padlan, Mol. Immunol. 28:
489498 (1991) (que describe la “resuperficie”); Dall'Acqua et al., Methods, 36:
43-60 (2005) (que describe la “mezcla de FR"); y Osbourn et al., Methods, 36: 61—
68 (2009) y Klimka et al., Br. J. Cancer, 83: 252-260 (2000) (que describe el
enfoque de “seleccidn guiada” para la mezcla de FR).

Las regiones de marco humanas que pueden usarse para la humanizacion
incluyen, sin limitacion: regiones de marco seleccionadas usando el método de
"mejor ajuste” (ver, por ejemplo, la referencia de Sims et al, J. Immunol., 151:
2296 (1993)); regiones de marco derivadas de la secuencia de consenso de
anticuerpos humanos de un subgrupo particular de regiones variables de cadena
liviana o pesada (ver, por ejemplo, las referencias de Carter et al, PNAS USA, 89:
4285 (1992); y Presta et al,, J. Immunol., 151: 2623 (1993)); regiones de marco
maduras humanas (somaticamente mutadas) o regiones de marco de linea
germinal humanas (ver, por ejemplo, la referencia de Almagro y Fransson, Front.

Biosci., 13: 1619-1633 (2008)); y regiones de marco derivadas de la identificacion
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sistematica de genotecas FR (ver, por ejemplo, Baca et al., J. Biol. Chem., 272:
10678-10684 (1997) y Rosok et al., J. Biol. Chem., 271: 22611-22618 (1996)).

E. Anticuerpos multiespecificos.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en esta solicitud es
un anticuerpo multiespecifico, por ejemplo, un anticuerpo biespecifico. Los
anticuerpos multiespecificos son anticuerpos monoclonales que tienen
especificidades de unidn para al menos dos sitios diferentes. En ciertas
realizaciones, una de las especificidades de unién es para a5B1, y la otra es para
cualquier otro antigeno (por ejemplo, VEGF). En ciertas realizaciones, los
anticuerpos biespecificos pueden unirse a dos epitopos diferentes de a5B1. Los
anticuerpos biespecificos ademas pueden usarse a fin de localizar agentes
citotoxicos en células que expresan a581. Los anticuerpos biespecificos pueden
prepararse como anticuerpos de longitud total 0 como fragmentos de anticuerpos.

Las técnicas para la preparacion de anticuerpos multiespecificos
comprenden, sin limitacién, la coexpresion de dos pares de cadena pesada—
cadena liviana de inmunoglobulina que tienen diferentes especificidades (ver las
referencias de Milstein y Cuello, Nafure, 305: 537 (1983)), WO 93/08829 vy
Traunecker ef al., EMBO J., 10: 3655 (1991)), y el disefio de “nudo en orificio” {ver,
por ejemplo, Patente de los Estados Unidos Nro. 5.731.168). Los anticuerpos
multiespecificos también pueden prepararse mediante el disefio de efectos de
conduccion electrostatica para la preparacion de moléculas heterodimeros de Fc
de anticuerpo (WO 2009/089004A1); el entrecruzamiento de dos o mas
anticuerpos o fragmentos (ver, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos Nro.
4.676.980, y referencia de Brennan ef al, Science, 229: 81 (1985)); el uso de
cierres de leucina (tramos de aminoacidos de 4 a 7 residuos de leucina, cada uno,
separado por 6 aminoacidos, adyacentes a un tramo de aminodacidos altamente
basicos, en algunas proteinas de unidn de ADN) para producir anticuerpos
biespecificos (ver, por ejemplo, las referencias de Kostelny et al, J. immunol., 148
(5): 156471553 (1992)); el uso de tecnologia de "diacuerpos” para la preparacion
de fragmentos de anticuerpos biespecificos (ver, por ejemplo, la referencia de

Hollinger et al., PNAS USA, 90: 6444-6448 (1993)); y el uso de dimeros de Fv de
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cadena simple {sFv) (ver, por ejemplo, la referencia de Gruber et al,, J. Immunol.,
162: 5368 (1994)); y la preparacién de anticuerpos triespecificos como se
describe, por ejemplo, en la referencia de Tutt et al,, J. Immunof., 147: 60 (1991).

Los anticuerpos disefiados con tres 0 mas sitios de union de antigeno
funcionales, que incluyen “anticuerpos pulpo”, se incluyen también en la presente
solicitud (ver, por ejemplo, US 2006/0025576A1).

El anticuerpo o fragmento de la presente solicitud ademas comprende un
‘Fab de Accién Dual” o “DAF”, que comprende un sitio de unidon de antigeno que
se une a ab5B1 al igual que otro antigeno diferente (ver, por ejemplo, US

2008/0069820).
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F. Variantes de anticuerpos.

En ciertas realizaciones, se contemplan variantes de secuencias de
aminoacidos de los anticuerpos provistos en esta solicitud. Por ejemplo, puede ser
conveniente mejorar la afinidad de unidén y otras propiedades biolégicas del
anticuerpo. Las variantes de secuencias de aminocacidos de un anticuerpo pueden
prepararse mediante la introduccion de modificaciones apropiadas en la secuencia
de nucledtidos que codifica el anticuerpo, o por medio de la sintesis de péptidos.
Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones, inserciones vy
sustituciones de residuos dentro de las secuencias de aminoacidos del anticuerpo.
Puede efectuarse cualquier combinacion de delecién, insercién y sustitucion, a fin
de lograr la construccion final, siempre que la construcciéon final posea las

caracteristicas deseadas, por ejemplo, unién de antigeno.

1. Variantes de sustitucion, insercion y delecion,

En ciertas realizaciones, se proveen variantes de anticuerpos que tienen
una o mas sustituciones de aminoacidos. Los sitios de interés para la mutagénesis
de sustitucion incluyen las HVR y FR. Las sustituciones conservadoras se
muestran en la Tabla 1, con el encabezado "sustituciones conservadoras". Se
proveen cambios mas sustanciales en la Tabla 1, con el encabezado
"sustituciones ejemplares”, y como se describe adicionalmente a continuacion en
referencia a las clases de cadenas laterales de aminoacidos. Las sustitucicnes de
aminoacidos pueden introducirse en un anticuerpo de interés, y los productos
pueden someterse a la identificacion sistematica a fin de detectar una actividad
deseada, por ejemplo, unidén de antigeno retenida o mejorada, menor

inmunogenicidad, o mejor ADCC o CDC.
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TABLA 1
Residuo original Sustituciones ejemplares Sustituciones
preferidas

Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys
Asn (N) GIn; His; Asp, Lys; Arg Gin
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
Gin (Q) Asn: Glu Asn
Glu (E) Asp; GIn Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gin; Lys; Arg Arg
lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina Leu
Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle
Lys (K) Arg; Gin; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met;, Phe; Ala; Norleucina Leu

e

Los aminoacidos pueden agruparse de acuerdo con las propiedades de
cadenas laterales comunes:

(1) hidréfobos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) neutros hidrdfilos:,Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;

(3) &cidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg;

(5) residuos que afectan la orientacién de cadena: Gly, Pro;

(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservadoras acarrearan el intercambio de un

miembro de una de estas clases por otra clase.
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Un tipo de variante de sustitucion supone la sustitucion de uno o mas
residuos de regién hipervariable de un anticuerpo progenitor (por ejemplo, un
anticuerpo  humano o humanizado). En general, las variantes resultantes
seleccionadas para el posterior estudio tendran modificaciones (por ejemplo,
mejoramientos) en ciertas propiedades biolégicas (por ejemplo, mayor afinidad,
menor inmunogenicidad), en relacién con el anticuerpo progenitor, o habran
retenido sustancialmente ciertas propiedades biolégicas del anticuerpo progenitor.
Una variante de sustitucién ejemplar es un anticuerpo madurado para afinidad,
que puede ser generado, convenientemente, usando técnicas de maduracién para
afinidad sobre la base de la exhibicion de fagos, tales como aquellas que se
describen en esta solicitud. Brevemente, uno o0 mas residuos HVR son mutados, y
los anticuerpos variantes son exhibidos en fagos y sometidos a la identificacion
sistematica a fin de detectar una actividad biolégica particular (por ejemplo,
afinidad de union).

Pueden efectuarse alteraciones (por ejemplo, sustituciones) en HVR, por
ejemplo, a fin de mejorar la afihidad de anticuerpo. Dichas alteraciones pueden
realizarse en "sitios calientes” de HVR, es decir, en residuos codificados por
codones que sufren la mutacidbn a alta frecuencia durante el proceso de
maduracion somatica (ver, por ejemplo, la referencia de Chowdhury, Methods Mol.
Biol., 207: 179~-196 (2008)), y/o SDR (a~CDR), donde la variante resultante VH o
VL es ensayada para establecer la afinidad de unién. La maduracién para afinidad
mediante la construccidn y reseleccion a partir de genotecas secundarias se ha
descripto, por ejemplo, en la referencia de Hoogenboom ef al, en Methods in
Molecular Biology, 178: 1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ,
(2001).) En algunas realizaciones de maduracién para afinidad, se introduce
diversidad en los genes variables seleccionados para maduracion mediante
cualquiera de una diversidad de métodos (por ejemplo, la PCR propensa al error,
la mezcla de cadenas o la mutagénesis dirigida por oligonucleétido). Entonces se
crea una genoteca secundaria. Luego la genoteca se somete a la identificacion
sistematica a fin de identificar cualquier variante de anticuerpo con la afinidad

deseada. Otro método para la introduccion de diversidad involucra enfoques
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dirigidos a HVR, donde se aleatorizan varios residuos HVR (por ejemplo, 4-6
residuos de una vez). Los residuos HVR involucrados en la unién de antigeno
pueden ser identificados especificamente, por ejemplo, usando mutagénesis de
barrido de alanina o0 modelado. A menudo, se apuntan CDR-H3 y CDR-L3 en
particular.

En ciertas realizaciones, pueden producirse sustituciones, inserciones ©
deleciones dentro de una o mas HVR, siempre que dichas alteraciones no
reduzcan de manera sustancial la capacidad del anticuerpo para unirse a
antigeno. Por ejemplo, pueden efectuarse en HVR alteraciones conservadoras
(por ejemplo, sustituciones conservadoras como se proveen en esta solicitud) que
no reduzcan de manera sustancial la afinidad de union. Dichas alteraciones
pueden enceontrarse fuera de los "sitios calientes" de HVR o SDR. En ciertas
realizaciones de las secuencias variantes de VH y V0L que se proveen
anteriormente, cada HVR o bien no es alterado, o contiene no mas de una, dos o
tres sustituciones de aminoacidos.

Un metodo util para la identificacion de residucs o regiones de un
anticuerpo que puede ser apuntado para la mutagénesis se denomina
"mutagénesis de barrido de alanina", como lo describen Cunningham y Wells
(1989), Science, 244: 1081-1085. En este método, se identifican un residuo o
grupo de residuos blanco (por ejemplo, residuos cargados tales como arg, asp,
his, lys y glu), y son reemplazados por un aminodcido neutro o negativamente
cargado (por ejemplo, alanina o polialanina), a fin de determinar si la interaccion
del anticuerpo con antigenco es afectada. Pueden introducirse otras sustituciones
en {as regiones de aminoacidos que demuestran sensibilidad funcional a las
sustituciones iniciales,; alternativa o adicionalmente, una estructura de cristal de un
complejo de antigeno—anticuerpo para la identificacion de puntos de contacto
entre el anticuerpo y el antigeno. Dichos residuos de contacto y residuos vecinos
pueden ser apuntados o eliminados como candidatos para la sustitucién. Las
variantes pueden someterse a la identificacidn sistematica, a fin de determinar si

contienen las propiedades deseadas.

al
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Las inserciones de secuencias de aminoacidos incluyen fusiones amino y/o
carboxilo—terminales que varian en longitud de un residuo a polipéptidos que
contienen cieno o0 mas residuos, al igual que insercicnes de intrasecuencia de
residuos de aminoacidos simples o multiples. Ejemplos de inserciones terminales
incluyen un anticuerpo con un residuo metionilo N-terminal. Otras variantes de
insercidn de la molécula de anticuerpo incluyen la fusiéon al término N o C del
anticuerpo, de una enzima (por ejemplo, para ADEPT) o un polipéptido que

aumenta la semivida sérica del anticuerpo.

2. Variantes de glicosilacién.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo provisto en esta solicitud es alterado
a fin de incrementar ¢ disminuir el alcance al cual el anticuerpe es glicosilado. La
adicién o delecidon de sitios de glicosilacion a un anticuerpo puede lograrse de
modo conveniente mediante la alteracién de la secuencia de aminoacidos de
manera de crear o eliminar uno 0 mas sitios de glicosilacion.

Cuando el anticuerpo comprende una region Fc, puede alterarse el
carbohidrato unido a esta. Los anticuerpos nativos producidos por células
mamiferas tipicamente comprenden un oligosacarido ramificado, biantenario, que
generalmente esta unido por una conexion N a Asn297 del dominio CH2 de la
region Fc. Ver, por ejemplo, la referencia de Wright et al, TIBTECH, 15: 26-32
(1997). El oligosacarido puede incluir diversos carbohidratos, por ejemplo,
manosa, N-acetil glucosamina (GlcNAc), galactosa y acido sidlico, al igual que
una fucosa unida a un GicNAc en el “tailo” de la estructura de oligosacarido
biantenario. En algunas realizaciones, |las modificaciones del oligosacarido en un
anticuerpo de la invencién pueden efectuarse a fin de crear variantes de
anticuerpos con ciertas propiedades mejoradas.

En una realizacion, se proveen variantes de anticuerpos que tienen una
estructura de carbohidrato que carece de fucosa unida (directa o indirectamente) a
una region Fc. Por ejemplo, la cantidad de fucosa en dicho anticuerpo puede ser
de 1% a 80%, de 1% a 65%, de 5% a 65% o de 20% a 40%. La cantidad de

fucosa se determina mediante el calculo de la cantidad promedio de fucosa dentro

q2.
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de la cadena de azucar en Asn297, en relacidn con la suma de todas las
glicoestructuras unidas a Asn 297 (por ejemplo, complejo, hibrido y estructuras de
alta manosa), medido por espectrometria de masa MALDI-TOF, como se
describe, por ejemplo, en el documento WO 2008/077546. Asn297 se refiere al
residuo asparagina ubicado aproximadamente en la posicion 297 en la regién Fc
(numeracioén Eu de residuos de regidn Fc); sin embargo, Asn297 también puede
ubicarse aproximadamente + 3 aminoacidos corriente ascendente o descendente
de la posicidn 297, es decir, entre las posiciones 294 y 300, debido a variaciones
menores de secuencia en los anticuerpos. Dichas variantes de fucosilacién
pueden tener mejor funcién ADCC. Ver, por ejemplo, Publicaciones de Patente de
los Estados Unidos Nros. US 2003/0157108 (Presta, L.); US 2004/0093621
(Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Ejemplos de publicaciones relacionadas con
variantes de anticuerpos “defucosiladas” o “con deficiencia de fucosa” incluyen:
US 2003/0167108;, WO 2000/61739; WO 2001/29246; US 2003/0115614; US
2002/0164328; US 2004/0093621; US 2004/0132140; US 2004/0110704; US
2004/0110282; US 2004/0109865; WO 2003/085119; WO 2003/084570; WO
2005/035586;, WO 2005/035778; WO 2005/053742; WO 2002/031140; Okazaki et
al, J. Mol. Biol., 336: 12391248 (2004); Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng.
87: 614 (2004). Ejemplos de estirpes celulares capaces de producir anticuerpos
defucosilados incluyen células CHO Lec13 deficientes en fucosilacion de proteina
(Ripka et al., Arch. Biochem. Biophys., 249: 533-545 (1988); Solicitud de Patente
de los Estados Unidos Nro. US 2003/0157108 A1, Presta, L; y WO 2004/056312
A1, Adams et al., en especial, en el Ejemplo 11), y estirpes celulares de nogueo
(knockout: inactivacion de genes especificos como modelo de enfermedad; una
mutante individual donde se ha reemplazado un solo gen funcional por una forma
no funcional del gen), tales como el gen alfa-1,6—fucosiltransferasa, FUTS, células
CHO de noqueo (ver, por ejemplo, la referencia de Yamane—Ohnuki ef al. Biotech.
Bioeng., 87: 614 (2004); Kanda, Y. et al., Biotechnol. Bioeng., 94 (4). 680688
(2008); y WO 2003/085107).

Se proporcionan asimismo variantes de anticuerpos con oligosacaridos

biseccionados, por ejemplo, en los cuales un oligosacarido biantenario unido a la
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region Fc del anticuerpo es biseccionado por GIcNAc. Dichas variantes de
anticuerpos pueden tener reducida fucosilaciéon y/o mejor funcién ADCC. Ejemplos
de dichas variantes de anticuerpos se describen, por ejemplo, en WO
2003/011878 (Jean-Mairet et al.); Patente de los Estados Unidos Nro. 6.602.684
(Umana et al.); y US 2005/0123546 (Umana et al). Se proporcionan ademas
variantes de anticuerpos con al menos un residuo de galactosa en el oligosacarido
unido a la region Fc. Dichas variantes de anticuerpos pueden tener mejor funcion
CDC. Dichas variantes de anticuerpos se describen, por ejempio, en WO
1997/30087 (Patel ef al.); WO 1998/58964 (Raju, S.); y WO 1999/22764 (Raju, S.).

3. Variantes de reqgién Fc.

En ciertas realizaciones, una o0 mas modificaciones de aminoacidos pueden
introducirse en la regién Fc de un anticuerpo proporcionado en esta solicitud, a fin
de generar asi una variante de region Fc, de manera de mejorar, por ejemplo, la
eficacia del anticuerpo en el tratamiento de una enfermedad o de un trastorno que
involucra la anormal angiogénesis, pérdida o permeabilidad vascular. La variante
de region Fc puede comprender una secuencia de region Fc humana (por ejemplo,
una region Fc humana IgG1, 1gG2, 1gG3 o 1gG4) que comprende una modificacion
de aminoacido (por ejemplo, una sustitucién) en una o mas posiciones de
aminoacidos.

En ciertas realizaciones, la invencion contempla una variante de anticuerpo
que posee algunas, pero no todas las funciones efectoras, 10 que la convierte en
un candidato deseable para aplicaciones en las cuales la semivida del anticuerpo
in vivo es importante, si bien ciertas funciones efectoras (tales como complemente
y ADCC) son innecesarias 0 nocivas. Pueden conducirse ensayos de citotoxicidad
in vitro o in vivo a fin de confirmar la reduccién o el agotamiento de las actividades
CDC o ADCC. Por ejemplo, pueden conducirse ensayos de unidn de receptor Fc
(FcR) de manera de garantizar que el anticuerpo carece de unién FcyR (y en
consecuencia, probablemente carezca de actividad ADCC), si bien retiene la
capacidad de unién FcRn. Las células primarias para la mediacion de ADCC, las
células NK, expresan Fc(RIIl solo, mientras que los monocitos expresan Fe(RI,

Fe(RIl y Fe(RIN. La expresion de FcR en células hematopoyéticas se resume en la

4
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Tabla 3 dé la pagina 464 de la referencia de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol.
9: 457-92 (1991). Ejemplos no limitativos de ensayos in vifro para la evaluacion de
la actividad ADCC de una molécula de interés se describen en las Patentes de los
Estados Unidos Nros. 5.500.362 (ver, por ejemplo, |las referencias de Hellstrom, I.,
et al., PNAS USA, 83: 7059-7063 (1986)) y Hellstrom, | et al., PNAS USA, 82:
1499-1502 (1985); y 5.821.337 (ver la referencia de Bruggemann, M. et al, J.
Exp. Med., 166. 1351-1361 (1887)). Alternativamente, pueden emplearse métodos
de ensayo no radiactivos (ver, por ejemplo, el ensayo de citotoxicidad no radiactiva
ACTI™ para la citometria de flujo (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA); y el
ensayo de citotoxicidad no radiactiva CYTOTOX 96° (Promega, Madison, WI)).
Las células efectoras (tiles para dichos ensayos incluyen células mononucleares
de sangre periferica (PBMC) vy linfocitos citoliticos naturales (NK). De manera
alternativa o adicional, la actividad ADCC de la molécula de interés puede
evaluarse in vivo, por ejemplo, en un modelo animal tal como aquel descripto en la
referencia de Clynes et al,, PNAS USA, 95: 652-656 (1998). Los ensayos de union
C1q también pueden efectuarse a fin de confirmar que el anticuerpo es incapaz de
unirse a C1q, y en consecuencia, carece de actividad CDC. Ver, por gjemplo,
ELISA de unién C1q y C3c en el documento WO 2006/029879 y WO
2005/100402. Con la finalidad de evaluar la activacién de complemento, puede
efectuarse un ensayo de CDC (ver, por ejemplo, las referencias de Gazzano—
Santoro el al., J. Immunol. Methods, 202: 163 (1996), Cragg, M. S. et al., Blood,
101: 1045-1052 (2003); y Cragg, M. S. y M. J. Glennie, Blood, 103; 2738-2743
(2004)). La union de FcRn y las determinaciones de aclaramiento/semivida in vivo
también pueden efectuarse usando meétodos conocidos en el arte (ver, por
ejemplo, la referencia de Petkova, S. B. et al., Intl. Immunol. 18 (12): 1759-1769
(2008)).

Los anticuerpos con menor funcién efectora incluyen aquellos con
sustitucion de uno o mas residuos de region Fc 238, 265, 269, 270, 287, 327 y 329
(Patente de los Estados Unidos Nro. 8.737.058). Dichas mutantes de Fc incluyen
mutantes de Fc con sustituciones en dos 0 mas de las posiciones de aminoacidos

265, 269, 270, 297 y 327, que incluyen la asi denominada mutante de Fc “DANA"
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con sustitucion de los residuos 265 y 297 a alanina (Patente de los Estados
Unidos Nro. 7.332.581).

Se encuentran descriptas ciertas variantes de anticuerpos con mayor ©
menor unidbn a FcR (ver, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos Nro.
6.737.056, WO 2004/056312, y Shields ef al., J. Biol. Chem. 9 (2): 6591-6604
(2001)).

En ciertas realizaciones, una variante de anticuerpo comprende una regién
Fc con una o mas sustituciones de aminoacidos que mejoran ADCC, por ejemplo,
sustituciones en las posiciones 298, 333, y/o 334 de la regidén Fc (numeraciéon de
residuos EU).

En algunas realizaciones, se hacen alteraciones en la regién Fc gue logran
la alterada (es decir, mayor o menor) unién de C1q y/o citotoxicidad dependiente
de complemento (CDC), por ejemplo, como se describe en la Patente de los
Estados Unidos Nro. 6.194.551, WO 99/51642, y en la referencia de ldusogie et al.
J. Immunol., 164: 4178-4184 (2000).

Pueden efectuarse mutaciones o alteraciones en las secuencias de regidn
Fc a fin de aumentar la unién de FcR (por ejemplo, FcgammaR, FcRn). De
acuerdo con una realizacion, un anticuerpo de esta invencidn tiene por lo menos
una funcién efectora alterada seleccionada del grupo que consiste en ADCC, CDC
y mayor union de FcRn, en comparacion con una IgG nativa o un anticuerpo
progenitor. Ejemplos de varias mutaciones especificas Gtiles se describen, por
ejemplo, en las referencias de Shields, R. L. ef al. (2001), JBC, 276 (6) 6591-
6604; Presta, L. G. (2002), Biochemical Society Transactions, 30 (4): 487-490; y
WO 00/42072. Los anticuerpos con mayores semividas y mayor union al receptor
Fc neonato (FcRn), que es responsable de la transferencia de IgG maternos al
feto (Guyer ef al., J. Immunol., 117: 587 (1976) y Kim et al., J. Immunol., 24. 249
(1994)), se describen en US 2005/0014934A1 (Hinton et al). Dichos anticuerpos
comprenden una region Fc con una o mas sustituciones, que aumentan la union
de la region Fc a FcRn. Dichas variantes de Fc incluyen aquellas con sustituciones
en uno 0 mas de los residuos de la region Fc. 238, 256, 265, 272, 286, 303, 305,
307, 311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424 6 434, por

qe
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ejemplo, la sustitucion del residuo 434 de la regidén Fc (Patente de los Estados
Unidos Nro. 7.371.826).

Ver, ademas, la referencia de Duncan & Winter, Nafure, 322: 738-40
(1988); Patente de los Estados Unidos Nro. 5.648.260; Patente de los Estados
Unidos Nro. 5.624.821; y WO 94/29351, que se refieren a otros ejemplos de

variantes de la regién Fc.

4. Variantes de anticuerpos disefadas con cisteina.

En ciertas realizaciones, puede ser conveniente crear anticuerpos
disefiados con cisteina, por ejemplo, “thioMAbs,” en los cuales uno o mas residuos
de un anticuerpo estan sustituidos con residuos cisteina. En realizaciones
particulares, los residuos sustituidos se producen en sitios accesibles del
anticuerpo. Mediante la sustitucion de dichos residuos con cisteina, los grupos tiol
reactivos se posicionan de ese modo en sitios accesibles del anticuerpo, y pueden
usarse para la conjugacidon del anticuerpo con otras porciones, tales como
porciones de farmaco o porciones de conector—farmaco, de modo de crear un
inmuncconjugado, tal como se describe en mayor detalle en la presente solicitud.
En ciertas realizaciones, puede sustituirse cualesquiera uno o mas de los
siguientes residuos, con cisteina: V205 (numeracion Kabat) de la cadena liviana;
A118 (numeracién EU) de la cadena pesada; y S400 (numeracion EU} de la region
Fc de cadena pesada. Los anticuerpos disefiados con cisteina pueden generarse
como se describe, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos Nro.
7.521.541.

En algunas realizaciones, los residuos cisteina pueden introducirse en la
region Fc, de manera de permitir la formacién de enlace de disulfuro de
intercadena en esta region. El anticuerpo homodimero generado de este modo
puede tener mayor capacidad de internalizacion, o mayores capacidad de muerte
celular mediada por complemento y citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC). Ver las referencias de Caron et al., J. Exp. Med., 176: 1191—
1195 (1992), y Shopes, J. Immunol., 148: 2918-2922 (1992). Los anticuerpos

homodimeros con mayor actividad antitumoral también pueden prepararse usando
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entrecruzadores heterobifuncionales, como se describe en la referencia de Wolff ef
al., Cancer Research, 53. 2560-2565 (1993). Alternativamente, puede disefarse
un anticuerpo que tenga regiones Fc duales, y en consecuencia, pueda poseer
mayores lisis de complemento y capacidades ADCC. Ver la referencia de

Stevenson et al., Ant—Cancer Drug Design, 3. 219-230 (1989).

5. Derivados de anticuerpos.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente
solicitud puede modificarse adicionalmente de manera de contener porciones no
proteinaceas adicionales conocidas en el arte y de facil disponibilidad. Las
porciones adecuadas para la derivacion del anticuerpo incluyen, sin limitacion,
polimeros solubles en agua. Ejemplos no limitativos de los polimeros solubles en
agua incluyen, sin limitacidn, polietiienglicol (PEG), copolimeros de
etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol polivinilico,
polivinilpirrolidona,  poli—-1,3—dioxolano, poli—-1,3,6-triocxano, copolimerc de
etileno/anhidrido maleico, poliaminoacidos (o bien homopolimeros o copolimeros
de azar) y dextrano o poli(n—vinil pirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de
propilenglicol, copolimeros de o6xido de polipropileno/oxido de etileno, polioles
polioxietilados (por ejemplo, glicerol), alcohol polivinilico y sus mezclas. El
polietilenglicol propionaldehido puede tener ventajas en la elaboracién, debido a
su estabilidad en agua. El polimero puede ser de cualquier peso molecular, y
puede ser ramificado o no ramificado. La cantidad de polimeros unidos al
anticuerpo puede variar, y si se unen mas de un polimero, estos pueden ser
moléculas iguales o diferentes. En general, la cantidad o el tipo de polimeros
utilizados para la derivacion puede determinarse sobre Ié base de consideraciones
que incluyen, sin limitacién, las propiedades particulares o las funciones del
anticuerpo por mejorar, el uso del derivado de anticuerpo en una terapia en
condiciones definidas, etc.

En otra realizacién, se proveen conjugados de un anticuerpo y una porcion
no proteinacea que pueden calentarse selectivamente mediante la exposicion a fa

radiacion. En una realizacién, la porcion no proteinacea es un nanotubo de carbén
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(Kam et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 102: 11600-11605 (2005)). La radiacion
puede ser de cualquier longitud de onda, e incluye, sin limitacién, longitudes de
onda que no dafian células comunes, si bien calientan la porcion no proteinacea
hasta una temperatura a la cual las células préximas a la porcién no proteinacea—
anticuerpo mueren.

F. inmunoconjugados.

La invencién ademas provee inmunoconjugados que comprenden un
anticuerpo anti—a5B1 de la presente invencioén, conjugado con uno o0 mas agentes
citotoxicos, tales como farmacos o agentes quimioterapéuticos, agentes
inhibidores del crecimiento, toxinas (por ejemplo, toxinas de proteina, toxinas
enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, de planta, o animal, o sus
fragmentos), o is6topos radiactivos.

En una realizacion, un inmunoconjugado es un conjugado de anticuerpo—
farmaco (ADC, por sus siglas en inglés) en el cual se conjuga un anticuerpo con
uno o més farmacos, que incluyen, sin limitacion, un maitansinoide (ver Patentes
de los Estados Unidos Nros. 5.208.020; 5.416.064 y Patente Europea EP
0 425 235 B1), una auristatina, tal como porciones de farmaco
monometilauristatina DE y DF (MMAE y MMAF) (ver Patentes de los Estados
Unidos Nros. 5.635.483; 5780588 y 7.498.298); una dolastatina; una
caliqueamicina o su derivado (ver Patentes de los Estados Unidos Nros.

-5.712.374; 5.714.586; 5.739.116; 5.767.285; 5.770.701; 5.770.710; 5.773.001; y
5.877.296; Hinman .ef al., Cancer Res., 53: 3336-3342 (1993), y Lode ef al,
Cancer Res., 58: 2925-2928 (1998)); una antraciclina, tal como daunomicina o
doxorrubicina (ver las referencias de Kratz ef al., Current Med. Chem., 13; 477-
523 (2006); Jeffrey et al., Bioorganic & Med. Chem. Letters, 16: 358-362 (2006),
Torgov et al., Bfoconj. Chem., 16: 717-721 (2005); Nagy et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 97: 829-834 (2000); Dubowchik et al., Bioorg. & Med. Chem. Letters,
12: 1629-1532 (2002); King ef al., J. Med. Chem., 45: 4336—4343 (2002); y
Patente de |os Estados Unidos Nro. 6.630.579); metotrexato; vindesina: un taxano
tal como docetaxel, paclitaxel, larotaxel, tesetaxel y ortataxel; un tricoteceno; y

CC1065.
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En ofra realizacion, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo como se
describe en la presente solicitud conjugado con una toxina enzimaticamente activa
o su fragmento, que incluye, sin limitacion, toxina de difteria cadena A, fragmentos
activos no ligantes de toxina de difteria, cadena de exotoxina A (de Pseudomonas
aeruginosa), cadena de ricina A, cadena de abrina A, cadena de modeccina A,
alfa—sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de
Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor de momordica charantia,
curcina, crotina, inhibidor de sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina,
restrictocina, fenomicina, enomicina y los tricotecenos.

En otra realizacidon, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo como se
describe en esta solicitud conjugado con un atomo radiactivo para formar un

radioconjugado. Pueden obtenerse una diversidad de isétopos radiactivos para la

t211 |1311 |125' YQ()1 Re186,

produccion de radioconjugados. Ejemplos incluyen At®,
Re'® sm'™3, Bi?'?, P*, Pb?"? e isotopos radiactivos de Lu. Cuando el
radioconjugado se usa para la deteccion, puede comprender un atomo radiactivo
para estudios centellograficos, por ejemplo, t¢89m o 1123, 0 una marca espin, para
la imagen de resonancia magnética nuclear (RMN) (también conocida como
imagen de resonancia maghética, IRM), tal como yodo—123 nuevamente, yodo—
131, indic-111, flior—19, carbono—13, nitrégeno—-15, oxigeno—17, gadolinio,
manganeso o hierro. Los conjugados de un anticuerpo y agente citotdxico pueden
prepararse usando una diversidad de agentes de acoplamiento de proteinas
bifuncionales, tales como N-succinimidil-3—(2—piridilditiol) propionato (SPDP),
succinimidil-4—(N-maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato (SMCQ),
iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como dimetil
adipimidato HCI), ésteres activos (tales como disuccinimidil suberato), aldehidos
(tales como glutaraldehido), compuestos bis—azido (tales como bis (p-
azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis—diazonio (tales como bis—(p-
diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como tolueno 2,6-
diisocianato) y compuestos de fluor bis—activos (tales como 1,5—difluor-2,4—
dinitrobenceno). Por ejemplo, puede prepararse una inmunotoxina de ricina como

se describe en la referencia de Vitetta ef al., Science, 238: 1098 (1987). El acido
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1-isotiocianatobencil-3—metildietileno triaminapentaacético marcado con carbono
14 (MX-DTPA) es un agente quelante ejemplar para la conjugacion de
radionucleodtido con el anticuerpo. Ver WO 94/11026. EI conector puede ser un
“conector disociable” que facilita la liberacion de un farmaco citotéxico en la célula.
Por ejemplo, puede usarse un conector labil al acido, conector sensible a la
peptidasa, conector fotolabil, conector de dimetilo o conector que contiene
disulfuro (Chari et al., Cancer Res., 52: 127-131 (1992); Patente de los Estados
Unidos Nro. 5.208.020).

Los inmunoconjugados o ADC de la presente invencion contemplan
expresamente, sin limitacibn, conjugados preparados con reactivos de
entrecruzadores que incluyen, sin limitacion, BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-
SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo—EMCS,
sulfo~GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo—-SIAB, sulfo-SMCC y sulfo~-SMPB, y
SVSB (succinimidil-(4—vinilsulfona)benzoato), que pueden obtenerse en el
mercado (por ejemplo, de Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, iL., U. S. A).

G. Inmunoliposomas.

Los anticuerpos revelados en la presente solicitud ademas pueden
formularse como inmunoliposomas. Los liposomas que contienen el anticuerpo se
preparan por metodos conocidos en el arte, tales como los descriptos en la
referencia de Epstein et al, PNAS USA, 82: 3688 (1985), Hwang et al., PNAS
USA, 77: 4030 (1980); y Patente de los Estados Unidos Nros. 4.485.045 vy
4.544 545, Los liposomas con mayor tiempo de circulacion se revelan en la
Patente de los Estados Unidos Nro. 5.013.556.

Los liposomas particularmente utiles pueden generarse por medio del
metodo de evaporaciébn de fase inversa, con una composicion lipida que
comprende fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivada con PEG
(PEG-PE). Los liposomas son extruidos a través de filtros de tamario de poro
definido, a fin de lograr liposomas con el didmetro deseado. Los fragmentos Fab'
del anticuerpo de la presente invencidén pueden conjugarse con los liposomas
como se describe en la referencia de Martin et al., J. Biol. Chem., 257 286-288

(1982) por medio de una reaccion de intercambio de disulfuro. Opcionalmente, un



92

liposoma contiene un agente antineoplasico, un agente inhibidor del crecimiento, o
un agente quimioterapéutico (tal como doxorrubicina). Ver la referencia de

Gabizon et al., J. National Cancer Inst., 81 (19): 1484 (1989).

IV. Meétodos terapéuticos usando anticuerpos anti-a5p1.

Cualquiera de los anticuerpos anti—-a5p31 provistos en esta solicitud puede
usarse en metodos terapéuticos. Se entiende que cualquiera de las formulaciones
o de los métodos terapéuticos que se describen en esta solicitud puede usarse
con un inmunoconjugado de la invencion, en lugar de un anticuerpo anti—a581, o
ademas de dicho anticuerpo.

En un aspecto, se provee un anticuerpo anti—a5f31 para el uso como un
medicamento. En otros aspectos, se provee un anticuerpo anti—aSp1 para el uso
en el tratamiento de enfermedades y trastornos que involucran la anormal
angiogénesis o pérdida o permeabilidad vascular, que incluyen, por ejemplo,
cancer, enfermedades oculares y trastornos inmunitarios (por ejemplo, trastornos
autoinmunitarios). En ciertas realizaciones, se provee un anticuerpo anti—a5p1
para el usoc en un método de tratamiento. En ciertas realizaciones, la invencion
provee un anticuerpo anti-a5f81 para el uso en un método de tratamiento de un
individuo que tiene una enfermedad o un trastorno que involucra la anormal
angiogénesis o0 pérdida o permeabilidad vascular, que comprende Ila
administracién al individuo, de una cantidad eficaz del anticuerpo anti—a581. En
una de dichas realizaciones, el método ademas comprende [a administracién al
individuo, de una cantidad eficaz de por lo menos uno, dos, tres, cuatro 0 mas
agentes terapeuticos adicionales, que incluyen, por ejemplo, un agente
antiangiogénico, un agente antineoplasico, un agente inhibidor del crecimiento, o
un agente quimioterapéutico, tal como se describe en esta solicitud. En
realizaciones adicionales, la invencién provee un anticuerpo anti—a5p1 para el uso
en la inhibicion de la anormal angiogénesis y pérdida o permeabilidad vascular. En
ciertas realizaciones, la invencion provee un anticuerpo anti—a531 para el uso en
un metodo de inhibicidn de ta anormal angiogénesis y pérdida o permeabilidad

vascular en un individuo, que comprende la administracién al individuo, de una
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cantidad eficaz del anticuerpo anti-a5f1 de manera de inhibir la anormal
angiogénesis y pérdida o permeabilidad vascular. Un “individuo” de acuerdo con
cualquiera de las realizaciones anteriores, es, preferentemente, un ser humano.

En un aspecto adicional, la invencion provee el uso de un anticuerpo anti-
a5B1 en la elaboracidén o preparacion de un medicamento. En una realizacion, el
medicamento es para el tratamiento de una enfermedad o de un trastorno que
involucra la anormal angiogénesis y/o pérdida o permeabilidad vascular. En una
realizacion adicional, el medicamento es para el uso en un método de tratamiento
de una enfermedad o de un trastorno que involucra la anormal angiogénesis y/o
pérdida o permeabilidad vascular, que comprende la administracién a un individuo
que tiene una enfermedad o un trastorno que involucra la anormal angiogénesis
y/o pérdida ¢ permeabilidad vascular, de una cantidad eficaz del medicamento. En
una de dichas realizaciones, el método ademas comprende la administracién al
individuo, de una cantidad eficaz de por lo menos uno, dos, tres, cuatro 0 mas
agentes terapéuticos adicionales que incluyen, por ejemplo, un agente
antiangiogénico, un agente antineoplasico, un agente inhibidor del crecimiento, o
un agente quimioterapéutico, como se describe en esta solicitud. En una
realizacion adicional, el medicamento es para la inhibicibn de la anormai
angiogénesis y/o pérdida o permeabilidad vascular. En una realizacién adicionai,
el medicamento es para el uso en un método de inhibicion de la anormal
angiogénesis y/o pérdida o permeabilidad vascular en un individuo, que
comprende la administracién al individuo, de una cantidad eficaz del medicamento
a fin de inhibir la anormal angiogénesis y/o pérdida o permeabilidad vascular. Un
“‘individuo”, de acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores, puede ser
un humano.

En un aspecto adicional, la invencion provee un método para el tratamiento
de una enfermedad o un trastorno que involucra la anormal angiogénesis y/o
pérdida o permeabilidad vascular. En una realizacion, el método comprende la
administracién a un individuo que tiene dicha enfermedad o dicho trastorno que
involucra ia anormai angiogénesis y/o pérdida o permeabilidad vascular, de una

cantidad eficaz de un anticuerpo anti—-a581. En una de dichas realizaciones, el
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meétodo ademas comprende la administracion, al individuo, de una cantidad eficaz
de por lo menos un agente terapeutico adicional, como se describe a continuacion.
Un “individuo”, de acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores, puede
ser un humano.

En un aspecto adicional, la invencién provee un método para la inhibicion
de la anormal angiogénesis y/o pérdida o permeabilidad vascular en un individuo.
En una realizacidén, el método comprende la administracién al individuo, de una
cantidad eficaz de un anticuerpo anti-a531 a fin de inhibir la anormal angiogénesis
y/o pérdida o permeabilidad vascular. En una realizacion, un “individuo” es un
humanao.

En un aspecto mas, la invencion provee formulaciones farmacéuticas que
comprenden cualquiera de los anticuerpos anti—a531 provistos en esta solicitud,
por ejemplo, para el uso en cualquiera de los métodos terapéuticos anteriores. En
una realizacion, una formulacién farmaceutica comprende cualquiera de los
anticuerpos anti—-a5p1 provistos en esta solicitud y un portador aceptable para uso
farmacéutico. En otra realizaciéon, una formulacion farmacéutica comprende
cualquiera de los anticuerpos anti—a5p1 provistos en esta solicitud y por lo menos
un agente terapéutico adicional, por ejemplo, como se describe en la presente
solicitud.

Las terapias de combinacién que se describen en esta solicitud abarcan la
administracién combinada (donde se incluyen dos, tres, cuatro o mas agentes
terapéuticos en las mismas o separadas formulaciones) y la administracion
separada, en cuyo caso, la administracion del anticuerpo de la invencion puede
producirse antes o después de |a administracion del agente terapéutico adicional o
del coadyuvante, o en forma simultanea con dicha administracion. Los anticuerpos
de la invencién ademas pueden usarse en combinacion con terapia de radiacion.

En ciertas realizaciones, un agente terapéutico adicional es un antagonista
de VEGF (por ejemplo, un anticuerpo anti-VEGF tal como bevacizumab). En
algunas realizaciones, los anticuerpos anti—-a581 se administran en combinacion
con un antagonista de VEGF. El anticuerpo anti—a531 y el agente adicional (por

ejemplo, un antagonista de VEGF) pueden administrarse en forma conjunta o
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sucesiva. Alternativamente, el sujeto puede tratarse con el antagonista de VEGF, y
posteriormente, puede administrarse el antagonista de a5f1, por ejemplo, el
tratamiento con el antagonista de VEGF hasta que el sujeto ya no responde al
tratamiento con el antagonista de VEGF, y luego, el tratamiento del sujeto con un
antagonista de ad5p1. De acuerdo con una realizacion, el sujeto se trata con un
antagonista de VEGF cuando el cancer es no invasivo, y luego se trata con el
antagonista de a5B1, cuando el cancer es invasivo. Algunos pacientes que
experimentan elevadas concentraciones de a5B1 naturalmente o en respuesta a la
terapta del antagonista de VEGF, en comparacién con pacientes no enfermos o
con el control, pueden responder especialmente a este ftratamiento de
combinaciéon. Se contemplan las combinaciones que ademas comprenden un
agente terapéutico (por ejemplo, un agente antineoplasico, un agente
quimioterapéutico, un agente inhibidor del crecimiento y un agente citotéxico). Por
ejemplo, los pacientes que deben ftratarse con quimioterapia (por ejemplo,
irnotecanc) y antagonistas de a5B1, o que han sido tratados con quimioterapia y
antagonistas de a5B1, pueden beneficiarse con la terapia del antagonista de
VEGF. Alternativamente, los pacientes que han sido tratados con quimioterapia y
antagonistas de VEGF pueden beneficiarse con la terapia de antagonista de a5p1.
En una realizacidn, el anticuerpo anti-VEGF es bevacizumab. En otra realizacién,
el anticuerpo anti—a581 es un anticuerpo anti—a5p1 descripto en esta solicitud.

Un anticuerpo de la invencién (y cualquier agente terapéutico adicional)
puede administrarse por cualquier via adecuada, que incluye las vias parenteral,
intrapulmonar e intranasal, y si se desea para el tratamiento local, la
administracién intralesional. Las infusiones parenterales incluyen la administracion
intramuscular, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, o subcutanea. La
dosificacion puede efectuarse por cualquier via adecuada, por ejemplo, mediante
inyecciones, tales como las inyecciones intravenosa o subcuténea, de acuerdo, en
parte, con el tipo de administracion, a decir, breve ¢ cronica. Se contemplan en
esta invencion diversos programas de dosificacion, que incluyen, sin limitacién,
administraciones individuales o multiples en diversos momentos, la administracion

de bolo y la infusion por pulsos.
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Los anticuerpos de la invencién seran formulados, dosificados y
administrados de manera consecuente con las practicas clinicas correctas. Los
factores por considerar en este contexto incluyen el trastorno particular tratado, el
mamifero particular tratado, el estado de salud del paciente individual, la causa del
trastorno, el sitio de administracién del agente, el método de administracion, el
programa de administracion, y otros factores conocidos por los médicos. No es
necesaria, sino opcional, la formulacion del anticuerpo con uno 0 mas agentes
utilizados en la actualidad para prevenir o tratar el trastorno en cuestion. La
cantidad eficaz de dichos agentes adicionales depende de la cantidad de
anticuerpo presente en la formulacién, el tipo de trastorno o tratamiento, y otros
factores descriptos anteriormente. Estos agentes adicionales se usan, en general,
en las mismas dosificaciones y con las vias de administracion que se describen en
esta solicitud, o de aproximadamente 1 a 99% de las dosificaciones que se
describen en esta solicitud, 0 en cualquier dosificacién y por cualquier via
determinada apropiada empirica o clinicamente.

Para la prevencién o el tratamiento de enfermedades, la dosificacion
apropiada de un anticuerpo de la invencién (cuando se usa solo o en combinacion
con uno o mas agentes terapéuticos adicionales) dependera del tipo de
enfermedad por tratar, el tipo de anticuerpo, la gravedad y el curso de la
enfermedad, el propdsito de la administracion del anticuerpo, a decir, preventivo o
terapéutico, el tratamiento previo, los antecedentes clinicos del paciente y su
respuesta al anticuerpo, y el criterio del médico de atencién. E! anticuerpo se
administra adecuadamente al paciente de una sola vez, o durante un curso de
tratamientos. De acuerdo con el tipo y la gravedad de la enfermedad,
aproximadamente 1 pg/kg a 15 mg/kg (por ejempio, 0,1 mg/kg-10 mg/kg) de
anticuerpo puede ser una dosificacién candidata inicial para la administracion al
paciente, ya sea, por ejemplo, mediante una o0 mas administraciones separadas,
ya sea por infusién continua. Una dosificacion diaria tipica podria variar de
alrededor de 1 pg/kg a 100 mg/kg o mas, conforme a los factores mencionados
con anterioridad. Para administraciones repetidas durante varios dias o periodos

mayores, de acuerdo con la afeccidn, el tratamiento generalmente sera sostenido
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hasta que se produce una supresion deseada de los sintomas. Una dosificaciéon
ejemplar del anticuerpo se encuentra en el rango de aproximadamente 0,05 mg/kg
a aproximadamente 10 mg/kg. Por lo tanto, pueden administrarse al paciente una
o mas dosis de aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg o 10 mg/kg (o
cualquier combinacion de las anteriores). Dichas dosis pueden administrarse en
forma intermitente, por ejemplo, una vez por semana, o cada tres semanas (por
ejemplo, de modo que el paciente recibe de aproximadamente dos a
aproximadamente veinte, o por ejemplo, aproximadamente seis dosis del
anticuerpo). Puede administrarse una dosis de carga inicial mas alta, seguida de
una o mas dosis menores. Sin embargo, pueden ser Utiles otros regimenes de
dosificacion. El avance de este tratamiento se controla félcilmen_te por medio de
ensayos y técnicas convencionales.

De acuerdo con la indicacién por tratar y con factores pertinentes a la
dosificacion que un médico en el campo tenga conocimiento, los anticuerpos de la
invencidn se administraran con una dosificacion eficaz para el tratamiento de dicha
indicacion, y a la vez, se minimizan la toxicidad y los efectos secundarios.

Los tratamientos contra el cancer pueden evaluarse, por ejemplo, sin
limitacion, mediante la regresion del tumor, el peso 0 encogimiento de tamario del
tumor, el tiempo hasta el avance, la duracién de la sobrevida, la sobrevida libre de
avance, el indice de respuesta general, la duracion de la respuesta, la calidad de
vida, la expresion de proteina y la actividad. Debido a que los agentes
antiangiogeénicos que se describen en esta solicitud se dirigen a la vasculatura
tumoral y no necesariamente a las células neoplasicas en si mismas, representan
una clase unica de farmacos antineoplasicos, y por lo tanto, pueden requerir
medidas y definiciones de respuesta clinica a los farmacos de caracter (nico. Por
ejemplo, el encogimiento tumoral superior al 50% en un analisis bidimensional es
el corte estandar para la declaracion de una respuesta. Sin embargo, los
antagonistas para a5B1 y antagonistas de VEGF de la invencién pueden causar la
inhibicién de la diseminacion metastasica sin encogimiento del tumor primario, o
pueden simplemente ejercer un efecto carcinostatico. En consecuencia, pueden

emplearse enfoques para la determinacién de la eficacia de la terapia, que
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incluyen, por ejemplo, la medicidn de marcadores plasmaticos o urinarios de la
angiogenesis y la medicion de la respuesta a través de imagenes radioldgicas.

La evaluacion de los tratamientos para la degeneracion macular relacionada
con la edad (AMD, por sus siglas en inglés) incluye, sin limitacidn, una disminucion
en el indice de la pérdida de visién adicional, o la prevencién de mayor pérdida de
vision. Para la terapia contra la AMD, la eficacia in vivo puede medirse, por
ejemplo, mediante una o0 mas de las siguientes pruebas: la evaluacién del cambio
medio en la mejor agudeza visual corregida (BCVA, por sus siglas en inglés)
desde el valor inicial hasta un momento deseado; la evaluacion de la proporcion
de sujetos que pierden menos de 15 letras en la agudeza visual, en un momento
deseado, en comparacion con el valor inicial; la evaluacién de la proporcién de
sujetos que ganan 15 letras 0 mas en la agudeza visual en un momento deseado,
en comparacion con el valor inicial; la evaluacién de la proporcién de sujetos con
una agudeza visual Snellen equivalente a 20/2000 o menos, en un momento
deseado; la evaluacidn del Cuestionario de Funcionamiento Visual NE!; la
evaluacion del tamaiio de CNV (sigla en inglés de "neovascularizacion coroidal”) y
la cantidad de pérdida de CNV en un momento deseado, evaluado por medio de la

angiografia de fluoresceina; y similares.

V. Formulaciones farmacéuticas.

Los anticuerpos anti—a531 pueden formularse con portadores o excipientes
adecuados, de manera de ser apropiados para la administracién. Las
formulaciones adecuadas de los anticuerpos se obtienen por medio de la mezcla
de un anticuerpo que tiene el grado deseado de pureza, con portadores,
excipientes o estabilizadores opcionales farmacéuticamente aceptables
(Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)), en
forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los portadores,
excipientes o estabilizadores aceptables no son téxicos para los receptores, en las
dosificaciones y concentraciones empleadas, e incluyen reguladores tales como
fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes, que incluyen acido

ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencil
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amonio; cloruro de hexameteonio; cloruro de benzalconio, cloruro de benzetonio;
fenol, butil o bencil alcohol; alquil parabenos, tales como metil o propil parabeno;
catecol; resorcinol, ciclohexanol;, 3—pentanol; y m—cresol), polipéptidos de bajo
peso molecular {inferior a aproximadamente 10 residuocs); proteinas, tales como
albumina sérica, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos, tales como
polivinilpirrolidona; aminoacidos, tales como glicina, glutamina, asparagina,
histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos que
incluyen glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA,;
azdOcares, tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones
formadores de sales, tales como sodio; complejos metalicos (por ejemplo,
complejos de Zn—proteina); y/o surfactantes no idnicos tales como TWEEN™,
PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG). Ejemplos de formulaciones de anticuerpos
se despriben en el documento WO 98/56418, expresamente incorporado en la
presente solictud a modo de referencia. Ejemplos de portadores
farmacéuticamente aceptables en esta invencién ademas incluyen agentes de
dispersion de farmacos intersticiales tales como glicoproteinas hialuronidasa
neutras—activas solubles (sHASEGP, por sus siglas en inglés), por ejemplo,
glicoproteinas hialuronidasa PH-20 humanas solubles, tales como rHuPH20
(HYLENEX®, Baxter International, Inc.). Ciertos ejemplos de sHASEGPs vy
métodos de uso, que incluyen rHuPH20, se describen en las Publicaciones de
Patente de los Estados Unidos Nros. 2005/0260186 y 2006/0104968. En un
aspecto, se combina una sHASEGP con una o mas glicosaminoglicanasas
adicionales, tales como condroitinasas. Las formulaciones liofilizadas adaptadas
para la administracion subcutanea se describen en el documento WO 97/04801.
Dichas formulaciones liofilizadas pueden ser reconstituidas con un diluyente
adecuado hasta una alta concentracién de proteina, y la formulacién reconstituida
puede administrarse por via subcutanea al mamifero por ser tratado en esta
invencion.

La formulacién de la presente invencion ademas puede contener mas de un
compuesto activo segin lo necesarioc para la indicacion particular tratada,

preferentemente, aquellos compuestos con actividades complementarias que no
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sean afectados de manera adversa entre si. Por ejemplo, puede ser conveniente
proporcionar adicionalmente un agente antineoplasico, un agente inhibidor del
crecimiento, un agente citotdxico, y un agente quimioterapéutico. Dichas
moléculas se presentan adecuadamente en combinacion, en cantidades eficaces
para el propésito propuesto. La cantidad eficaz de dichos otros agentes depende
de la cantidad de anticuerpo presente en la formulacién, el tipo de enfermedad,
trastorno o tratamiento, y otros factores mencionados anteriormente. Estos
compuestos se usan generalmente en las mismas dosificaciones y con las vias de
administracidn que se describen en esta solicitud, o de aproximadamente 1 a 99%
de las dosificaciones empleadas hasta ahora.

Los ingredientes activos también pueden presentarse encerrados en
microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacion o por medio
de la polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa
0 gelatina y microcapsulas de poli-(metilmetacilato), respectivamente, en sistemas
de suministro de farmacos coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de
albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas), o en
macroemulsiones. Dichas técnicas se divulgan, por ejemplo, en la referencia
Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th Edition, Osol, A. Ed. (1980).

Pueden formularse preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos
adecuados de preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices
semipermeables de polimeros hidréfobos soélidos que contienen el antagonista,
donde las matrices se presentan en forma de articulos moldeados, por ejempio,
peliculas, o microcapsulas. Ejemplos de matrices de liberacion sostenida incluyen
poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli—(2-hidroxieti-metacrilato), o
poli(vinilalcohol)), polilactidos (Patente de los Estados Unidos Nro. 3.773.919),
copolimeros de acido L-glutamico y etil-lL.—glutamato, etilenvinil acetato no
degradable, copolimeros degradables de acido lactico—acido glicdlico, tales como
LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas por copolimero de
acido lactico-acido glicslico y leuprolida acetato), y acido poli-D—{-)~3-

hidroxibutirico.
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Pueden usarse lipofectinas o liposomas a fin de suministrar los polipéptidos
y anticuerpos o las composiciones de esta invencion, a las células. Cuando se
usan fragmentos de anticuerpos, se usa el fragmento inhibitorio mas pequeno que
se une especificamente al dominio de unién de la proteina blanco. Por ejemplo,
sobre la base de las secuencias de regiéon variable de un anticuerpo, pueden
disefarse moléculas de péptidos que retienen la capacidad para unirse a la
secuencia de proteina blanco. Dichos péptidos pueden sintetizarse quimicamente,
o pueden producirse por medio de la tecnologia de ADN recombinado. Ver, por
gjemplo, la referencia de Marasco et al., PNAS USA, 90: 7889-7893 (1993).

Los ingredientes actives tambien pueden estar encerrados en

microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacion o por medio

de la polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa

0 gelatina y microcapsulas de poli-(metiimetacilato), respectivamente, en sistemas
de suministro de farmacos coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de
albimina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas), o© en
macroemulsiones. Dichas técnicas se divulgan, por ejemplo, en la referencia
Remington's Pharmaceutical Sciences, supra.

Pueden formularse preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos
adecuados de preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices
semipermeables de polimeros hidrofobos solidos que contienen el anticuerpo,
donde las matrices se presentan en forma de articulos moldeados, por ejemplo,
peliculas, o microcapsulas. Ejemplos de matrices de liberacién sostenida incluyen
poliesteres, hidrogeles (por ejemplo, poli~{2-hidroxieti-metacrilate), o
poli(vinilalcohol})), polilactidos (Patente de los Estados Unidos Nro. 3.773.919),
copolimeros de acido L-glutamico y vy etil-L—glutamato, etilenvinil acetato no
degradable, copolimeros degradables de acido lactico—acido glicélico, tales como
LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas por copolimero de
acido lactico-acido glicolico y leuprolida acetato), y acido poli-D—(-)-3—
hidroxibutirico. Si bien los polimeros tales como etilen—vinil acetato y acido lactico—
acido giicélico permiten la liberacion de moléculas durante mas de 100 dias,

ciertos hidrogeles liberan proteinas durante pericdos de tiempo mas cortos.
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Cuando los anticuerpos encapsulados permanecen en el organismo durante
mucho tiempo, pueden desnaturalizarse o agregarse como consecuencia de la
exposicion a la humedad a 37°C, para provocar una pérdida de actividad bioldgica
y posibles cambios en la inmunogenicidad. Pueden disefarse estrategias
racionales para la estabilizacién, de acuerdo con el mecanismo involucrado. Por
ejemplo, si se descubre que el mecanismo de agregacion es la formacion de
enlaces S-S intermoleculares a ftravés del intercambio tio—disulfuro, la
estabilizacion puede lograrse mediante la modificacién de residuos sulfhidrilo, la
liofilizacidn a partir de soluciones acidas, el contro! del contenido de humedad, el
uso de aditivos apropiados y el desarrollo de composiciones de matrices
poliméricas especificas.

Las formulaciones por ser utilizadas para la administracion in vivo deben ser
estériles. Esto se logra sin dificultad por medio de la filtracion a través de

membranas de filtracidn estériles.

VI. Métodos de diagndstico e imagenes usando anticuerpos anti-
a5p1.

Los anticuerpos anti-a5B1 marcados y sus derivados y analogos que se
unen especificamente a un polipéptido a5f1 pueden usarse con propédsitos de
diagnostico a fin de detectar, diagnosticar, o controlar enfermedades o trastornos
asociados con la expresién, la expresiéon anormal o la actividad de a5B1. Por
ejemplo, los anticuerpos anti—a5B1 de la invencion pueden usarse en ensayos de
diagndstico 0 ensayos de imagenes in situ, in vivo, ex vivo e in vitro.

Los métodos para la deteccion de la expresion de un polipéptido aS5p1
comprenden: (a) el ensayo de la expresion del polipéptido en células (por ejemplo,
tejido) o liquido corporal de un individuo, usando uno 0 mas anticuerpos de esta
invencién; y (b) la comparaciéon del nivel de expresion de gen con el nivel de
expresion de gen estandar, donde un incremento o una disminucién en el nivel de
expresion de gen ensayado en comparacion con el nivel de expresion estandar es

indicativo de la expresion anormal.
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Realizaciones adicionales de la invencién incluyen métodos de diagnéstico
de una enfermedad o un trastorno asociado con [a expresién o expresion anormal
de a5B1 en un animal (por ejemplo, un mamifero tal como un ser humano). Los
metodos comprenden la deteccion de moléculas a531 en el mamifero. En una
realizacion, después de la administracion de un antagonista de VEGF, el
diagnostico comprende: (a) la administracion de una cantidad eficaz de un
anticuerpo anti—a5p1 marcado, a un mamifero; (b) un intervalo de tiempo, luego
de la administracion, a fin de permitir que el anticuerpo para a581 marcado se
concentre preferencialmente en sitios en el sujeto donde se expresa la molécula
a5B1 {y para que la molécula marcada no ligada sea aclarada hasta el nivel de
fondo); (c) la determinacion del nivel de fondo; y (d) la deteccién de la molécula
marcada en el sujeto, de modo que la deteccién de la molécula marcada, sobre el
nivel de fondo, indica que el sujeto tiene una enfermedad o un trastorno particular
asociado con la expresién o expresion anormal de a5p1. El nivel de fondo puede
determinarse por diversos métodos, que incluyen la comparacion de la cantidad de
molécula marcada detectada, con un valor estandar previamente determinado
para un sistema particular.

Los anticuerpos anti—-a531 de la invencién pueden usarse a fin de ensayar
concentraciones o niveles de proteina en una muestra bioldgica, usando métodos
clasicos inmunohistolégicos conocidos por el experto en el arte (por ejemplo, ver
las referencias de Jalkanen, et al., J. Cell. Biol., 101: 976-985 (1985); Jalkanen, ef
al., J. Cell. Biol., 105: 3087-3096 (1987)). Otros métodos sobre la base de
anticuerpos, Utiles para la deteccion de la expresion de genes de proteinas
incluyen inmunoensayos, tales como el ensayo inmunosorbente ligado a enzima
(ELISA) y el radioinmunoensayo (RIA). Las marcas de ensayo de anticuerpos
adecuadas son conocidas en el arte, e incluyen marcas enzimaticas, tales como
glucosa oxidasa; radioisétopos, tales como yodo ("*'1, '#°1, 2%, 12')), carbono (**C),
azufre (3°S), tritio (*H), indio (""*™in, "™In, "n, ""In) y tecnecio (**Tc, ¥ Te), talio
(°'Ti), galio (#*Ga, ¥’Ga), paladio ('®*Pd), molibdeno (*Mo), xenon (*3Xe), fitior

(18F) 1538m 177Lu 159Gd 149Pm 140La 175Yb 165Ho QOY 4780 135Re 138Re 142Pr
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%R, ¥’Ru; luminol; y marcas fluorescentes tales como fluoresceina y rodamina, y
biotina.

Pueden aplicarse técnicas conocidas en el arte, a los anticuerpos marcados
de la invencién. Dichas técnicas incluyen, sin limitacion, el usc de agentes de
conjugacion bifuncionales (ver, por ejemplo, Patentes de los Estados Unidos Nros.
5.756.065; 5.714.631; 5.696.239; 5652.361; 5505.931; 5.489.425, 5.435.990;
5.428.139; 5.342.604; 5.274.119; 4.994.560; y 5.808.003).

De acuerdo con una realizacién especifica, se determina la expresién o
sobreexpresion de polipéptido a5B1 en un ensayo de diagndstico o pronéstico
luego de la administracién de un agente terapéutico antagonista de VEGF,
mediante la evaluacidén de los niveles o las concentraciones de a531 presentes
sobre la superficie de una célula (por ejemplo, por medio de un ensayo de
inmunohistoquimica usando anticuerpos anti—a551). Alternativa o adicionalmente,
pueden medirse las concentraciones de ARNm o &cido nucleico codificador de
polipeptido a5B1 en la célula, por ejemplo, por medio de la hibridacion fluorescente
in situ usando una sonda a base de acido nucleico que corresponde a un acido
nucleico codificador de aSf1, o su complemento;, (FISH; ver WO 98/45479,
publicada en octubre de 1998), por medio de técnicas Southern blotting, Northem
blofting, o |a reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés),
tal como la PCR en tiempo real cuantitativa (RT-PCR, por sus siglas en inglés).
Ademas, puede estudiarse la sobreexpresién de a5B1 midiendo el antigeno
derramado en un liquido biolégico tal como suero, por ejemplo, usando ensayos
sobre fa base de anticuerpos (ver, ademas, por ejemplo, Patente de los Estados
Unidos Nro. 4.933.294. publicada el 12 de junio de 1990; WO 91/05264, publicada
el 18 de abril de 1991; Patente de los Estados Unidos Nro. 5.401.638, publicada el
28 de marzo de 1995; y la referencia de Sias et al., J. Immunol. Methods, 132:; 73—
80 (1990)). Ademas de los ensayos anteriores, el experto en el arte podra obtener
diversos ensayos in vivo y ex vivo. Por ejemplo, pueden exponerse las células
dentro del organismo del mamifero, a un anticuerpo que estd opcionalmente
marcado con una marca detectable, por ejemplo, un isotopo radiactivo, y puede

evaluarse la union del anticuerpo, por ejemplo, por medio del barrido externo para
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establecer la radiactividad, o mediante el andlisis de una muestra (por ejemplo,
una biopsia u ofra muestra biologica) tomada de un mamifero previamente

expuesto al anticuerpo.

Vil. Articulos de fabricacion y equipos.

Otra realizacién de la invencién comprende un articulo de fabricacion que
contiene materiales Utiles para el tratamiento de! cancer (por ejemplo, tumores),
enfermedades oculares (por ejemplo, ADM himeda) o enfermedades
autoinmunitarias y afecciones relacionadas. Ei articulo de fabricacién puede
comprender un recipiente y un rétulo 0 un prospecto sobre el recipiente o asociado
con el recipiente. Los recipientes adecuados abarcan, por ejemplo, botellas, viales,
jeringas, etc. Los recipientes pueden formarse a partir de una diversidad de
materiales, como vidrio o plastico. En general, el recipiente contiene una
composicion que es eficaz para el tratamiento de la afeccidén, y puede tener un
orificic de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de
solucién intravenosa o un vial que tiene un tapén para puncién con una aguja de
inyeccion hipodérmica). Por io menos un ingrediente activo en la composicién es
un antagonista de VEGF, un antagonista de a5B1, o un agonista de VEGF, o un
agonista de aSB1 de fa invencion. El rotulo o el prospecto indica que Ila
composicion se usa para el tratamiento de |la afeccion particular. E! rétulo o el
prospecto ademas comprendera instrucciones para la administracion de la
composicién de anticuerpo al paciente. Se contemplan ademas los articulos de
fabricacidén y los equipos que comprenden las terapias de combinacion que se
describen en esta solicitud.

El prospecto se refiere a las instrucciones habitualmente incluidas en
prospectos comerciales de productos terapéuticos, que contienen informacion
sobre las indicaciones, el wuso, la dosificacibn, administracién, las
contraindicaciones y advertencias que se relacionan con el uso de dichos
productos terapéuticos.

Ademas, el articulo de fabricacion puede comprender un segundo recipiente

que comprende un regulador farmacéuticamente aceptable, tal como agua
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bacteriostatica para inyeccion (BWFI, por sus siglas en inglés), solucion salina
regulada con fosfato, solucién de cloruro sédico compuesta y soluciéon de
dextrosa. Asimismo, puede incluir otros materiales deseabies desde el punto de
vista comercial y del usuario, por ejemplo, otros reguladores, diluyentes, filtros,
agujas y jeringas.

Asimismo, se proveen equipos que son Utiles para diversos propésitos, por
ejemplo, para el aislamiento o la deteccion de a5B1 y/o VEGF en pacientes,
opcionalmente, en combinacién con los articulos de fabricacion. Para el
aislamiento y la purificacion de a581, el equipo puede contener un anticuerpo anti—
a5B1 acoplado a cuentas (por ejemplo, cuentas de sefarosa). Pueden
proporcionarse equipos que contienen los anticuerpos para la deteccidon vy
cuantificacion de a581 y/o VEGF in vitro, por ejemplo, en un ensayo ELISA o un
Western blot. Como con el articulo de fabricacidén, el equipo comprende un
recipiente y un rdtulo o un prospecto sobre el recipiente, o asociado con el
recipiente. Por ejemplo, el recipiente contiene una composicién que comprende
por lo menos un anticuerpo anti-a5B1 de la invencion. Pueden incluirse
recipientes adicionales que contienen, por ejemplo, diluyentes y reguladores, y
anticuerpos de control. El rétulo o el prospecto pueden proporcionar una
descripcion de la composicién, al igual que instrucciones para el uso propuesto in
vitro o de diagndstico.

Los reactivos comerciales mencionados en los Ejemplos se usaron de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, a menos que se indigue lo contrario.
La fuente de dichas células identificadas en los siguientes Ejemplos y & 1o largo de
la memoria descriptiva, por los numeros de acceso ATCC, es la Coleccion de
Cultivos de Tipo Norteamericano (American Type Culture Collection), Manassas,
VA. A menos que se observe lo contrario, la presente invencién utiliza
procedimientos convencionales de tecnologia de ADN recombinado, tales como
aquellos descriptos con anterioridad y en los siguientes libros de texto: Sambrook
et al., supra; Ausubel et al., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BioLogY (Green
Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y., 1989). Innis et al, PCR

PrRoTOCOLS: A GUIDE TO METHODS AND APPLICATIONS (Academic Press, Inc.: N.Y.,
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1990); Harlow et al, ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL (Cold Spring Harbor
Press: Cold Spring Harbor, 1988); Gait, OLIGONUCLEQTIDE SYNTHESIS (IRL Press:
Oxford, 1984); Freshney, ANIMAL CELL CULTURE, 1987; Coligan et al., CURRENT

PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, 1991.

EJEMPLOS
Los siguientes ejemplos se ofrecen a fin de ilustrar, y no de limitar, la
invencidn reivindicada. Los expertos en el arte reconoceran sin dificultad una
diversidad de parametros no decisivos que pueden ser cambiados o modificados a

fin de lograr esencialmente los mismos resultados.

Ejemplo 1. Materiales y métodos.

A. Analisis BlAcore.

A fin de determinar la cinética de unién y las afinidades de los anticuerpos
que se describen en esta solicitud, se usd la medicion de la resonancia de
plasmén de superficie (SRP, por sus siglas en inglés) con un instrumento
BlAcore™--3000. El anticuerpo se capturé primero por medio de un chip sensor Fc
CM5 antthumano de conejo previamente inmovilizado, en la celda de flujo
diferente, a fin de lograr aproximadamente 150 UR {(Unidades de Respuesta). Para
las mediciones de cinética, se inyectaron diluciones sucesivas del doble, de
integrina humana a5p1 (300 nM a 1,2 nM), en regulador PBT {PBS con Tween 20
al 0,05%) a 25°C, con un caudal de 30 pl/min. Se calcularon los indices de
asociacién (kon) Y los indices de disociacion (k.¢) usando un modelo simple de
union de Langmuir de uno a uno (BlAcore Evaluation Software version 3.2). Se

calculd la constante de disociacion de equilibrio (Kg) como la relacion kos/kon.

B. Ensayo de unién de fibronectina con células U937.

Se agregaron 100 pl de 10 yg/mi de fibronectina (R & D Systems) diluida en
PBS, pH 7,4, a los receptaculos de placas de 96 receptaculos (Nucn MaxiSorp), v
se incubaron durante la noche a 2-8°C. Las placas se lavaron tres veces con 200

pl de PBS, pH 7,4. Se agregaron 200 pl de PBS, pH 7,4/BSA al 1% a todos los
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receptaculos, y las placas se incubaron durante por lo menos 60 minutos a
temperatura ambiente, con agitacidén moderada. Las placas se lavaron tres veces
con 200 ul de PBS, pH 7 4.

Se agregaron 50 pl de anticuerpo anti—a5p1 diluido, a cada receptaculo (10
ng/ml diluido sucesivamente a 1:3, 10 veces), seguido de inmediato de 50 ul de
celulas U937 (ATCC, Cat. # CRL-1593.2) en una concentracion de 1 x 108
células/ml en medio de ensayo (RPMI 1640 (Media Prep A0806), 5 mg/ml de BSA,
L—glutamina, 1 mM; MgCl;, 1 mM).

Las placas se incubaron durante 30 min a 37°C; las células no ligadas se
desecharon, y las placas se lavaron dos veces con 150 pi de medio de ensayo. Se
agregaron a cada receptaculo 100 pl de medio de ensayo y 100 pl de brillo de
valoracion celular (Cell-Titer Glow (Promega Cat. # G7573)). Se incubaron las
placas durante 10--15 minutos a temperatura ambiente y se cubrieron. Se detecto
la luminiscencia en un lector de placa VICTOR 2V (Perkin—Eimer), y las unidades
de luminiscencia de analizaron en relacion con la concentracion de los anticuerpos
utilizados en el ensayo, usando un ajuste de cuadrados menores no lineal de

cuatro parametros, para obtener los valores I1Cso.

C. Ensayo de unién de fibronectina con o5p1.

Se agregaron 25 ul de 1 pg/ml de fibronectina (R & D Systems) diluida en
PBS, a los receptaculos de placas de 384 receptaculos (Nucn MaxiSorp), y se
incubaron durante la noche a 2-8°C. Las placas se lavaron tres veces con 80 pl de
regulador PBT. Se agregaron 50 ul de PBS/BSA al 1% a todos los receptaculos,
las placas se incubaron durante por lo menos 60 minutos a temperatura ambiente
con agitacion moderada, luego se lavaron 3 veces con 80 yl de regulador PBT.

El anticuerpo anti—a5p1 (30 pg/ml) se diluyd en forma sucesiva a 1:3, 11
veces. Se agregaron 50 ui del anticuerpo anti-a5p1 sucesivamente diluido a
microtubos de 0,65 ml, y se premezclaron {1:1) con 50 pl de 200 ng/ml de o581 (R
& D Systems) en regulador ELISA (NaCl, 150 mM; Tris, 10 mM, pH 7,5; 5 mg/mi
BSA; MnCl,, 1 mM), durante 60 minutos a temperatura ambiente, con agitacion

moderada. Se agregaron 25 pl de la o581 y el anticuerpo anti—a5p1
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premezclados, a los receptaculos revestidos con fibronectina, y las placas se
incubaron a temperatura ambiente durante 60 minutos con agitacidon moderada.
Las placas se lavaron 6 veces con regulador PBT; se agregaron a cada
receptaculo 100 ng/ml de anti-p1-biotina en regulador ELISA, y las placas se
incubaron durante 60 minutos a temperatura ambiente con agitacién moderada.
Las placas se lavaron 6 veces con 80 pl de regulador PBT, se agregaron a cada
receptaculo 25 pl de estreptadvidina—HRP (1:50.000 en regulador ELISA, GE
Healthcare), y las placas se incubaron durante 60 minutos a temperatura ambiente
con agitacidon moderada. Las placas se lavaron 6 veces con 80 ul de regulador
PBT, se agregaron a cada receptaculo 25 ul de sustrato TMB (Kirkgaard and Perry
Laboratories), y las placas se incubaron alrededor de 6 minutos a temperatura
ambiente; la reaccién se detuvo con 25 ! de acido fosférico, 1 M. Se leyo la
absorbancia a 450 nm, y se analizaron los valores 1Cs; como se describe en Ia

seccion B anterior.

D. Ensayo de migracién HUVEC.

Se cultivaron células HUVEC en medio estéandar hasta 80% de confiuencia.
Las células se tripsinaron, se contaron y se resuspendieron en medio EBM-2 con
BSA al 0,1% en una concentracién de 5 x 10° células/ml. Para el ensayo, se
colocaron en placa 100 pl de células (5 x 10* células/receptaculo) por receptaculo,
en una placa BD Falcon HTS Multiwell System de 24 receptaculos (BD Ref.:
351185, tamano de poro de 8 uym). Las placas HTS se revistieron previamente con
fibronectina (1-2 pg/ml) durante la noche. Las placas se lavaron con PBS, y se
agregaron 500 pl (EBM con BSA al 0,1%) de solucion, a la camara inferior. Para
cada muestra, se usaron 3-6 receptaculos. No se agregd estimulo de migracion
(por ejemplo, VEGF) al receptaculo de control negativo.

Para iniciar el ensayo, se agregaron 100 ul de células (5 x 10%
células/receptacule) a la camara superior. La camara inferior contenia 500 pl de
medio (EBM con BSA al 0,1%). Los anticuerpos antiintegrina a531 y los controles

de isotipo se agregaron generalmente a la cdmara superior con las células en una
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concentracién final de 0 pg/ml, 1 yg/mi o 5 pg/ml, y se incubaron durante 15
minutos antes de agregar el estimulo de migracion (VEGF) a la camara inferior.

Se agregd el estimulo a la camara inferior (10 ng/ml VEGF-A), y las piacas
se incubaron 4-6 horas, o durante la noche. Las células se rasparon de la camara
superior usando un fregado de esponja; se agregd PBS, y luego las céluias de la
camara superior se rasparon nuevamente. El medio se drend de la camara
inferior, y las células se fijaron con 500 pl de metanol al 100% durante 5 minutos.

Luego las celulas se tineron con 500 pi de tincidbn de acido nucleico
SYTOX® Green (dilucion de 1:5000 ¢ 1:10000 en PBS) (Molecular Probes $7020)
durante por lo menos 10 min (en la oscuridad). A continuacion, se usd un
microscopio a fin de tomar fotografias individuales de cada receptaculo. Las
fotografias se tomaron usando un programa AxioVision AC y un objetivo de & x.

Se us6 Imaged a fin de analizar los resuitados (minimo de § pixeles, bin 5).
Se registré la cantidad de células por receptaculo y se analizé usando Microsoft

Excel.

Ejemplo 2. Generacion de anticuerpos anti-a581.

Se generaron anticuerpos anti-a5B1 mediante la inmunizacidén de
hamsteres con polipéptidos de dominio extracelular a5R1 humanos recombinados.
Se selecciond el clon de anticuerpo monoclonal de hamster 18C12, que
comprendia las secuencias VH y VL expuestas en las Figuras 1y 2.

Se generaron dos versiones de 18C12, h18C12.v1.1 y h18C12.v2.1 de
hamster quimérico, mediante la clonaciéon de la cadena liviana del 18C12 de
hamster, en dos marcos de consenso V0lkappat/VHm: h18C12.v1.1 y h18C12.v2.1,
que diferian solo en la regién de contacto CDR-H3. Especificamente, la regién de
contacto CDR-H3 de h18C12.v1.1 comprendia los siguientes residuos; C®2A¥R%,
y la region de contacto CDR-H3 de h18C12.v2.1 comprendia los siguientes
residuos: C¥T%5%. Tanto h18C12.v1.1 como h18C12.v2.1 fueron exitosamente
exhibidos en fagos en formato Fab, y se observd la unidon por ELISA de
competicion de fagos. No se observaron diferencias significativas en la union,

entre h18C12.v1.1 y h18C12.v2.1. Se seleccioné h18C12.v1.1 para la posterior
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humanizacién. Se generd 18C12.v3 humanizado mediante el cambio de la
mayoria del marco de cadena liviana de h18C12.v1.1, para obtener el marco de
consenso humano lambda IV, excepto los siguientes residuos en la cadena liviana:
Y36, A43 e Y49. Ademas, se retuvieron los siguientes residuos en el marco VHy,
humano: G49 y D73.

El h18C12.v3 se sometié a la maduracién para afinidad, y se generaron los
siguientes clones: h18C12.v6; h18C12.v7; h18C12.v9; h18C12.v15; h18C12.v16;
h18C12.v28; h18C12.v30; h18C12.v51; h18C12.v54; h18C12.v70; h18C12.v78.
Las secuencias CDR para cada uno de los clones se exponen en la Figura 3. Las
secuencias CDR para el clon h18C12.v6 se modificaron de la siguiente manera:
CDR-L2: D5CcS y D56S; CDR-H1: N31A; y CDR-H2: N53A. Las secuencias
CDR modificadas luege se insertaron en un marco humano modificado LII/VHII
de manera de generar h18C12.v6.1Lam3 (h18C12.v6.1) y h18C12.v6.2Lam3
(n18C12.v6.2). El marco humano modificado Alll para h18C12.v6.1 contenia las
siguientes modificaciones: L46Y; V47L; 148M; N69A; A71R; y G77N. El marco
humano modificado Alll para h18C12.v6.2 contenia las siguientes modificaciones:
NB6YA;, A71R; y G77N. El marco VHIIl modificado contenia las siguientes
modificaciones: S49G y N73D.

El clon h18C12.v6.1 se modificd adicionaimente de manera de eliminar
asparagina (N) en CDR-L2 (N°%2g%%g50¢G50d) ge generaron los siguientes clones:
h18C12.v6.1.1; h18C12.v6.1.2; h18C12.v6.1.3; h18C12.v6.1.4; y h18C12.v6.1.5.
La secuencia COR-L2 en las posiciones 50a, 50b, 50c y 50d para cada uno de los

clones h18C12.v6.1 se expone en la Figura 7.

Ejemplo 3. ELISA de competicidon de fagos.

Se revistieron placas de microvaloracion MAXISORP™

con integrina
humana recombinada a5p1 (R&D), en una concentracion de 5 pg/ml en PBS,
durante la noche, y luego se bloguearon con regulador PBST (BSA al 0,5% vy
Tween 20 al 0,06% en PBS), durante una hora, a temperatura ambiente. Se
incubaron los fagos de los sobrenadantes de cultivo con integrina o581 humana

sucesivamente diluida, en regulador PBST, en una placa de microvaloraciéon de
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cultivo de tejido durante una hora; a continuacion, se transfirieron 80 pl de Ia
mezcla a los receptaculos revestidos con el blanco, durante 15 minutos, de
manera de capturar el fago no ligado. La placa se lavé con regulador PBT (Tween
20 al 0,05% en PBS), y se agregd anti-M13 conjugado con HRP (Amersham
Pharmacia Biotech) (1:5000 en regulador PBST), durante 40 minutos. La placa se
lavé con regulador PBT y se desarrolld mediante e! agregado de sustrato
tetrametilbencidina (Kirkegaard and Perry Laboratories, Gaithersburg, MD). Se
trazd la absorbancia a 450 nm como una funcidén de la concentracién de blanco en
solucidn a fin de determinar el valor IC5; de fago. Este se us6 como un calculo de
afinidad para el clon Fab exhibido sobre la superficie del fago. La Figura 4
representa los resultados de un ensayo de competicion de fago que demuestra la
unién de las variantes maduradas para afinidad de 18C12 h18C12.v3; h18C12.v6;
h18C12.v7; h18C12.v9; h18C12.v15; h18C12.v16; h18C12.v28; h18C12.v30;
h18C12.v51; h18C12.v64; h18C12.v70; y h18C12.v78 a integrina o581 humana.

Ejemplo 4. Determinaciones de afinidad de anticuerpo por BlAcore.

A fin de determinar la cinética de uniéon y las afinidades de 18C12
quimérico, h18C12.v6.1, h18C12.v6.1.1, h18C12.v6.1.2, h18C12.v6.1.3,
h18C12.v6.1.4, h18C12.v6.1.5 IgG, se usd la mediciébn de la resonancia de
plasmén de superficie (SRP, por sus siglas en inglés) con un instrumento
BlAcore™-3000 como se describe en el Ejemplo 1.

La Figura 5 representa los resultados del analisis BlAcore de la union de las
variantes maduradas para afinidad de 18C12, a integrina a581 humana. La Figura
6 representa los resultados del analisis BIACore de la union de 18C12 quimérico
(18C12 que comprende las secuencias de hamster VL y VH expuestas en la
Figura 1 y la porcién Fc de IgG1) y h18C12.v6.1 a integrina a531 humana. La
informacién demuestra que h18C12.v6.1 tiene una afinidad de unién para integrina
a5B1 humana que es aproximadamente dos veces mayor que la afinidad de unién
de 18C12 de hamster para integrina a5f1 humana. La Figura 7 representa los

resultados del analisis BlAcore para cada uno de los clones h18C12.v6.1.
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Ejemplo 5. Los anticuerpos 18C12 inhiben la unién a fibronectina.

A fin de comparar los efectos de 18C12 quimérico y h18C12.v6.1 o
h18C12.v6.1.5 IgG sobre la unién a fibronectina, se usaron los ensayos de unidn
de fibronectina que se describen en el Ejemplo 1 anterior.

La Figura 8 representa los resultados de un ensayo de unién de fibronectina
que compara la capacidad de 18C12 quimérico y h18C12.v6.1 para interferir con
la unidn de células U937 a fibronectina. La Figura 9 representa los resultados de
un ensayoc de union de fibronectina que compara la capacidad de 18C12 de
hamster y h18C12.v6.1.5 para interferir con la unién de células U937 a
fibronectina. La Figura 10 representa ios resultados de un ensayo de union de
fibronectina que compara la capacidad de 18C12 de hamster y h18C12.v6.1.5
para interferir con la unién del dominio extracelular de ospy recombinado a
fibronectina. La informacién demuestra que 18C12 de hamster, 18C12 quimérico,
h18C12.v6.1 y h18C12.v6.1.5 inhiben la unién de células U937 o el dominio

extracelular de asB4 recombinado, a fibronectina.

Ejemplo 6. Los anticuerpos 18C12 inhiben la migracién de HUVEC.

A fin de comparar los efectos de 18C12 quimérico y h18C12.v6.1 IgG sobre
la migracién de células HUVEC, se usé el ensayo de migracidn HUVEC que se
describe en el Ejemplo 1 anterior.

La Figura 11 representa los resultados de un ensayo de migracién HUVEC
que compara la capacidad de 18C12 quimérico y h18C12.v6.1 para interferir con
la migracién de células HUVEC a fibronectina. La informacién demuestra que
18C12 quimérico y h18C12.v6.1 inhiben la migracién de células HUVEC a

fibronectina.

Ejemplo 7. Ensayos de desarrollo embrionario.

Se usaron ratones transgénicos a5 que expresaban una integrina quimérica
a5B1 (a5 humana y 31 murina), en ensayos de desarrollo embrionario, a fin de
demostrar la eficacia de los anticuerpos 18C12 que se describen en esta solicitud.

Los ratones transgénicos machos que expresaban a5 humana y no expresaban a5
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murina se aparearon con ratones hembras que no expresaban a5 humana y que
eran heterocigotos para a5 murina. Se inyectd a los ratones prefiados, i. p., 10
mg/kg de anticuerpo anti~a531 (h18C12.v6.1.5) o un anticuerpo de control
negativo 2 x/semana, iniciando a los 9,5 dias posteriores al coito. El dia 14,5
posterior al coito, se recogieron los embriones, se genoctipificaron, y se evalud la

vasculatura embrionaria. Los resultados se resumen en la tabla que sigue.

Tratamiento Expresidn de integrina ab Desarrollo vascular

h18C12.v6.1.5 solo a5 humana Hemorragia, detencién de
crecimiento y edema
sistemico extenso

h18C12.v6.1.5 solo a5 murina Normal

anticuerpo control solo a5 humana Normal
negativo

anticuerpo control solo ab murina Normal
negativo

Estos resultados demuestran que h18C12.v6.1.5 interrumpe la funcién de

integrina a5B1 in vivo durante el desarrollo vascular.

Ejemplo 8. Ensayos de aloinjerto tumoral.

Se usan modelos tumorales de aloinjerto C57/BI6 en estudios para
demostrar la eficacia de los anticuerpos 18C12 que se describen en esta solicitud.
Se implantan células tumorales C57/BI6 en ratones transgénicos de noqueo a5
murina: ::a5 humana, y los ratones se tratan con anticuerpos anti—-a5g1.

Los ratones que portan tumores establecidos se asignan en forma aleatoria
a cuatro grupos, de modo que todos los grupos tienen voliumenes tumorales
iniciales similares. El régimen de dosificacidon es el siguiente:

(1) Anticuerpo de control negativo (13,5 mg/kg, 2x/semana).

(2) Anticuerpo anti-VEGF (3,5 mg/kg, 2x/semana) + Anticuerpo de control
negativo (10 mg/kg, 2x/semana).

, (3) Anticuerpo de control negativo (3,5 mg/kg, 2x/semana) + anticuerpo
anti—a5B1 (18C12) (10 mg/kg, 2x/semana).

(4) Anticuerpo anti-VEGF (3,5 mg/kg, 2x/semana) + anticuerpo anti—a531
(18C12) (10 mg/kg, 2x/semana).
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La longitud y el ancho de los tumores se miden dos veces por semana
usando calibradores, y los volumenes tumorales se calculan usando la siguiente
formula: Volumen tumoral (mm?) = (w? x 1)/2, donde w = ancho y / = longitud en
mm. Se trazan los volumenes tumorales contra el tiempo, a fin de reflejar los

indices de crecimiento tumorales.

Ejemplo 9. Ensayos de xenoinjerto tumoral.

Se usaron ensayos de xenoinjerto tumoral en estudios para demostrar la
eficacia de los anticuerpos 18C12 que se describen en la presente solicitud. Se
implantaron células de glioma U87 humanas que albergaban un gen reportero de
luciferasa, en el cerebro de ratones atimicos, y los ratones se trataron con
anticuerpos anti—a5p1.

Se tomaron imagenes de los ratones que portaban tumores establecidos
usando imagenes de biolurhiniscencia, y se asignaron en forma aleatoria a tres
grupos, de modo que todos los grupos tenian una carga tumoral inicial similar. El
regimen de dosificacidn fue el siguiente:

(1) Anticuerpos de control negativo (ambrosia) (5 mg/kg, 2x/semana) + anti—
gD (10 mg/kg, 2x/semana).

(2) Anticuerpo anti-VEGF {B20—4.1) (5 mg/kg, 2x/semana) + anticuerpo de
control negativo anti—-gD (10 mg/kg, 2X/semana).

(3) Anticuerpo anti-VEGF (B20-4.1) (5 mg/kg, 2x/semana) + anticuerpo
anti—a531 (h18C12.v6.1.5) (10 mg/kg, 2x/semana).

Se controld diariamente la sobrevida de estos ratones, luego de la
implantacion quirargica de las células tumorales. El tratamiento con el anticuerpo
ant—a531 h18C12v6.1.5 en combinacion con anti-VEGF  mejord
significativamente la sobrevida de los ratones, en relacion con el anti-VEGF solo.
Los resultados se muestran en la Figura 12, Se midieron ademas las cargas
tumorales en las semanas 1, 3, 4 y 5 después de la implantacion, usando imagen
de bioluminiscencia. Los ratones tratados con el anticuerpo anti-a5p1

h18C12.v6.1.5 en combinacién con anti-VEGF tuvieron una menor carga tumoral
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en relacién con los ratones tratados con anti-VEGF solo. Los resultados se
muestran en la Figura 13.

Todas las publicaciones (que incluyen, por ejemplo, patentes, solicitudes de
patente publicadas y Nros. de Acceso Genbank) citadas en la presente solicitud se
incorporan expresamente a modo de referencia en su totalidad, para todos los
propositos, como si cada referencia fuera especifica e individualmente incorporada

a modo de referencia.
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Gin

TYr

Pro
Thr
Gln
Ser

Gly

Gln

Tyr

Ser
Leu
Gln
Gly
Ser
Ser

Gly

Ala
Leu
Lys
Gly

Ser

Ala

Gly

85

TYr
100

Ala
10

ser
25

Pro
40

ser
35

ser
70

Glu
85

Tyr
100

val
10

ser
25

Pro
40

Ser
55

Ser
70
Glu
85

Tyr
100

val Phe Gly Gly

Ser
ser
Gly
His
ser
Asp

val

Ser
Ser
Gly
His

Ser

Asp

val

Ala

Gln

Lys

Asn

Gly

Glu

Phe

val
Gln
Gln
Asn

Gly

Glu

Phe

Ser

His

Ala

Lys

Ala

Ala

Gly

Ala

His

Ala

Lys

Ala

Ala

Gly

Leu

Ser

Pro

Gly

Asp

Asp

Gly

Leu

Ser

Pro

Gly

Thr

Asp

Gly

90

Gly
105

Gly
15

Thr
30

Arg
45

AsSp
60

Arg
75

Tyr
90

Gly
105

Gly
15

Thr
30

val
45

ser
60

Arg
75
Tyr
20

Gly
105

474



ser
Gln
Tyr
Leu
Gly
Ser
Tyr
Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>
Ser
1

Gln
Tyr
Tyr
Gly
Ser
Tyr
Thr

<210>
<211>
<212>»
<213>»

sSer

Thr

Thr

val

Ile

Leu

Cys

8

Glu

val

Ile

Pro

Thr

Ala

106
PRT ]
Humanizado

8
Ser

Thr

Thr

Leu

Ile

Leu

Cys

9

114

Glu

val

Ile

Met

Pro

Thr

Ala

PRT
Cricetulus

<400> 9
Glu val His Leu

1

Leu
Arg
Gly
Tyr
Asp
Ile

Ala

Leu
Arg
Gly
Tyr
Asp
Ile

Ala

ser ser Leu Lys

Asn Arg Trp Ile

Glu Trp val Gly

Glu Tyr Ala Asp

Thr

Ile
20

Trp
35

Leu
50

Arg
65

Thr
30

Tyr
a5

Thr
Ile
20

Trp
35

Leu
50

Arg
65

Thr
80

Tyr
95

Gln

Thr

Tyr

Asn

Phe

Asn

Tyr

Gln

Thr

Tyr

Asn

Phe

Asn

Tyr

griseus

val
5
Leu
20

Tyr
35

Gly
50

Ser
65

Glu

Ser

Trp

Ile

val

Asp

Cys

Gln

ser

ser

Ala

Ala

Asp

Cys

Gln

ser

sSer

Ala

Ala

Ser

Cys

val

Lys

Lys

Pro
Thr
Gln
ser
Gly
Gln

Tyr

Pro
Thr
Gln
Asp
Gly
GlIn

Tyr

Gly
Ala
Arg
Thr

Gly

120

Ala
Leu
Lys
Gly
Ser
Ala

Gly

Ala
Leu
Lys
Ser
ser
Ala

Gly

Gly
Ala
GIn
Lys

Arg

val
10

ser
25

Pro
40

ser
55

ser
70

Glu
85

Tyr
100

val
10

ser
25

Pro
40

ser
35

ser
70

Glu
85

Tyr
100

ASp
10

ser
25

Ala
40

Pro
55

Phe
70

Ser

ser

Gly

Ser
Asp

val

Ser
Ser
Gly
His
Ser
Asp

val

Leu
Gly
Pro
Asn

Thr

val
Gln
GlIn
Asn
Gly
Glu

Phe

val
Gln
Gln
Asn
Gly
Glu

Phe

val
Phe
Gly
Ile

Ile

Ala

His

Ala

Lys

Ala

Ala

Gly

Ala

His

Ala

Lys

Ala

Ala

Gly

Gln

Thr

Lys

Tyr

Ser

Leu

ser

Pro

Gly

Thr

Asp

Gly

Leu

ser

Pro

Gly

Thr

ASp

Gly

Pro

Phe

Gly

Ala

Arg

Gly
15

Thr
30

val
45

Ser
60

Arg
75

Tyr
90

Gly
105

Gly
15

Thr
30

val
45

ser
60

Arg
75

Tyr
90

Gly
105

Gly
15

ser
30

Leu
45

Thr
60

AsSp
75

120



ASp Ser Lys Asn Ser
80

Asp Asp Thr Ala Ile

95

Tyr Phe Asp Tyr Trp
110

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Glu
1

Gly

Xaa

Gly

Xaa

Arg

Arg

Xaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

10

116

PRT .
Humanizado

variante

26-

35

X es cualquier

Incierto
26-35,52-70,103-111
Aminoacido desconocido

variante

52-

70

X es cualquier

variante
103-111
X es cualguier

10
val

ser

Xaa

Leu

Xaa

Asp

Ala

Xaa

11

114

Gln

Leu

Xaa

Glu

Xaa

Asn

Glu

Xaa

PRT .
Humanizado

11

Leu

Arg

Xaa

Trp

Xaa

ser

Asp

xaa

Glu val Gln Leu

1

Gly Ser Leu Arg

Asn Arg Trp Ile

Glu Trp val Gly

val
5

Leu
20

Xaa
35

val
50

Xaa
65

LYS
80

Thr
95

Xaa
110

val
Leu
20

Tyr
35

Gly

121

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Thr Leu Arg val
a0

Tyr Tyr Cys Thr Seg Leu Thr Gly Met Arg
10

Gly GIn Gly Thr

aminodcido

aminoacido

aminoacido

Glu Ser

ser Cys

Trp Asn

Ser Xaa

Xaa Xaa

Asn Thr

Ala val

Xaa Trp

Glu Ser

ser Cys

Trp val

Ile Lys

Gly

Ala

Trp

Xaa

Xaa

Leu

Tyr

Gly

Gly
Ala
Arg

Thr

Gly

Ala

val

Xaa

Xaa

Tyr

Tyr

Gln

Gly

Ala

GlIn

Lys

Gly
10

ser
25

Arg
40

Xaa
55

Xaa
70

Leu
85

Cys
100

Gly
115

Gly
10

ser
25

Ala
40

Pro

Leu

Xaa

Gln

Xaa

Arg

GlIn

Ala

Thr

Leu

Gly

Pro

Asn

val
Xaa
Ala
Xaa
Phe
Met

Arg

val
Phe
Gly

Ile

Gln

Xaa

Pro

Xaa

Thr

Asn

Xaa

Gln

Thr

Lys

Tyr

Pro
Xaa
Gly
Xaa
Ile
Ser

Xaa

Pro
Phe
Gly

Ala

105

Gly
15

Xaa
30

Lys
45

Xaa
60

ser
75

Leu
90

Xaa
105

Gly
15

Ser
30

Leu
45

Thr

121



Glu Tyr Ala Asp

Asp Ser Lys Asn

Glu Asp Thr Ala

Tyr Phe Asp Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu

1
Gly
ASn
Glu
Glu
Asp
Glu

Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu

1
Gly
Ala
Glu
Glu
ASp
Glu

Tyr

<210>

12

114

PRT )
Humanizado

12
val

Sar

Arg

Trp

Tyr

sSer

Asp

Phe

13

114

Gln

Leu

Trp

val

Ala

Lys

Thr

Asp

PRT
Humanizado

13
val

Ser

Arg

Trp

TYr

Ser

Asp

Phe

14

Gln

Leu

Trp

val

Ala

Lys

Thr

Asp

Leu
Arg
Ile
Gly
Asp
Asn
Ala

Tyr

Leu
Arg
Ile
Gly
Asp
Asn
Ala

Tyr

50

ser
65

Thr
80

val
95

Trp
110

val
Leu
20

Tyr
35

Gly
50

ser
65

Thr
80

val
95

Trp
110

val
lL.eu
20

Tyr
35

Gly
50

Ser
65

Thr
80

val
95

Trp
110

val

Leu

Tyr

Gly

Glu

Ser

Trp

Ile

val

Leu

TYr

Gly

Glu

Ser

Trp

Ile

val

Leu

Tyr

Gly

Lys

Tyr

Tyr

Gln

ser

cys

val

Lys

Lys

Tyr

Tyr

GlIn

ser

Cys

val

Lys

Lys

Tyr

Tyr

Gln

122

Gly Arg
Leu Gln
Cys Ala

Gly Thr

Gly Gly
Ala Ala
Arg Gln
Thr Lys
Gly Arg
Lteu Gln
Cys Ala

Gly Thr

Gly Gly
Ala Ala
Arg Gln
Thr Lys
Gly Arg
Leu GIn
Cys Ala

Gly Thr

55

Phe Thr Ile Ser Arg

70

Met Asn Ser Leu Arg

85

Arg Leu Thr Gly Met

100

Gly Leu
10

Ser Gly
25

Ala Pro
40

Pro Asn
55

Phe Thr
70

Met Asn
85

Arg Leu
100

Gly Leu
10

Ser Gly
25

Ala Pro
40

Pro Ala
55

Phe Thr
70

Met Asn
85

15 -

val

rhe

Gly

Ile

Ile

Ser

Thr

val

Phe

Gly

Ile

Ile

Ser

GIn

Thr

Lys

Tyr

Ser

Leu

Gly

Gln

Thr

Lys

Tyr

Ser

Leu

Gly

Pro

Phe

Gly

Ala

Arg

Arg

Met

Pro

Phe

Gly

Ala

Arg

Arg

Met

60

ASp

Ala

Gly
15

ser
30

Leu
45

Thr
60

Asp
75

Ala
90

Lys
105

Gly
15

ser
30

Leu
45

Thr
60

Asp
75

Ala
90

Lys
105

152



«211> 114

<212> PRT
<213> Humanizado

<400> 14
Glu val
1
Gly Ser
Ala Arg
Glu Trp
Glu Tyr
Asp Ser
Glu Asp

Tyr Phe

<210> 15
<211> 12

<212> PRT

Gln

Leu

Trp

val

Ala

LYyS

Thr

AsSp

Leu
Arg
Ile
Gly
ASp
Asn
Ala

Tyr

val
Leu
20

Tyr
35

Gly
50

ser
65

Thr
80

val
95

Trp
110

Glu
Ser
Trp
Ile
val
Leu
Tyr

Gly

Ser

Cys

val

Lys

Lys

Tyr

Tyr

Gln

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> la secuencia es sintetizada

<220

<221> Variante

<222> 3

<223> X es S0 T

<220>

<221> variante

<222> 4

<223> X es S, P, 0T

<220>

<221> Variante

<2225 5

<223> X es QO N

<220>

<221> variante

<222> 7

<223> X es F 0 S

<220>

<221> variante

222> 8

<223> X es ToTI

<220>

<221> variante

<222> 10

223> X es Ko T

<220>

<221> variante

<222> 12

<223> X es G, D, 0§

<400> 15

Gly
Ala
Arg
Thr
Gly
Leu
Cys

Gly

123

Gly

Ala

Gln

Lys

Arg

Gln

Ala

Thr

Gly
10

ser
25

Ala

Leu

Gly

Pro

40 .

Pro
55

Phe
70

Met
85

Arg
100

Ala

Thr

Asn

Leu

val
Phe
Gly
Ile
Ile
ser

Thr

Thr Leu Xaa Xaa Xaa His Xaa Xaa Tyr Xaa Ile Xaa
10

5

Gn

Thr

Lys

Tyr

ser

Leu

Gly

Pro
Phe
Gly
Ala
Arg
Arg

Met

Gly
15

ser
30

Leu
45

Thr
60

ASp
75

Ala
90

Lys
105

1865



<210> 16

<211> 11

<212> PRT o

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> la secuencia es sintetizada

<220>

<221> variante

<222> 1

<223> X es L oI

<220>

<221> variante

<222> 2

<223> X es NoT

<220>

<221> variante

<222> 4

<223> X es D, H, 0 S

<220>

<221> Variante

<222> 5

<223> X es GO S

<220>

<221> variante

<222> 6

<223> X es S, L, 0T

<220>

<221> variante

222> 7

<223> X es Hoy

<220>

<221> variante

<222> B

<223> X es N, K, Qo I

<220>

<221> variante

<222> 9

<223> X es Ko T

<220>

<221> variante

«222> 10

«223> X es G O A

<220>

<221> variante

<222> 11

<223> X es D, 5, oV

<400> 16

Xaa Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
5

<210> 17

<211> 9

«212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ) ) )

<223> la secuencia es sintetizada

<220>

<221> variante

<222> 1

<223> X es GO A

124

12A



<220>
<221
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

125

Variante
2
Xes s, A, oY

variante
3
X es Soy

variante
5
X es S, A, oY

variante
6
Xess, v, oT

variante
9
X es Vol

17

Xaa Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa Gly Tyr Xaa
5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220
<223>

<22Q>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

18

10

PRT

Secuencia artificial

la secuencia es sintetizada

varijante
6
X es No A

variante

<222> 9

<223>
<400>

Gly phe Thr Phe Ser Xaa Arg Trp Xaa Tyr
10

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

220>
<221>

Xe Ioyv
18
5
19
19

PRT )
secuencia artificial

la secuencia es sintetizada

variante
7
X es N, A, 0oT

variante

<222> 8

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

XesIoR

variante
12
X e5 E0Q

120
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<400> 19
Gly ITe Lys Thr Lys Pro Xaa xaa Tyr Ala Thr Xaa Tyr Ala Asp
1 5 10 15

ser val Lys Gly

<210> 20

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ] ) _
<223> Ta secuencia es sintetizada

<220>

<221> variante
<222> 1

<223> X es L oV

<220>

<221> variante
<222> 4

<223> X es M 0 K

<220>

<221> variante
<222> 5

<223> X es R 0 K

<400> 20
Xaa Thr Gly Xxaa xag Tyr Phe Asp Tyr

<210> 21

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 21
Thr Leu Ser Ser Gln His Ser Thr Tyr Thr Ile Gly
5 10

<210> 22

<211> 12

<212> PRT

«213> sSecuencia artificial

<220> ) ) )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 22
Thr Leu Ser Pro GIn His Phe Thr Tyr Lys Ile Asp
5 10

<210> 23

<Z211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

220> )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 23
Thr Leu Ser Ser Asg His Ser Ile Tyr Thr Ile Ser
10

<210> 24

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial



127

<220> ) )

<223> la secuencia es sintetizada

<400> 24

Thr Leu Thr Thr GIn His Ser Thr Tyr Thg Ile Gly
5 i

<210> 25

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> la secuencia es sintetizada

<400> 25

Leu Asn Ser Asp Gly Ser His Asn Lys Gly Asp
5 10

<210> 26

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ) ) )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 26 _
ITe Asn Ser Asp Gly Ser His Lys Lys Gly val
5 10

<210> 27

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> _ _
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 27 ) )
Leu Thr Ser His Gly Leu His GIn Lys Gly val
5 10

<210> 28

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ] )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 28 :
Leu Asn Ser Asp Ser Thr Tyr Ile Thr Ala val
5 10

<210> 29

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ) _ )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 29
Gly Ser Ser Tyr Ser Ser Gly Tyr val
5

<210> 30

<211 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> . ) )
<223> la secuencia es sintetizada
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<400> 30
Ala Ala Tyr Tyr Ala Tyr Gly Tyr val
5

<210> 31

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 31
Gly Tyr Ser Tyr Tyr Ser Gly Tyr val
5

<210> 32

<Z211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> _ _ )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 32
Gly Ser Ser Tyr Ser Thr Gly Tyr val
5

<210> 33

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> _ ] )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 33
Gly Ala Ser Tyr Ser Ser Gly Tyr Ile
5

<210> 34

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ) ) )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 34
Gly Phe Thr pPhe Ser Asn Arg Trp Ile Tyr
5 10

<210> 35

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 35
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Arg Trp val Tyr
5 10

<210> 36
<211> 19
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 36
Gly Ile Lys Thr Lys Pro asn Ile Tyr Ala Thr Glu Tyr Ala Asp
1 5 10 15



129

Ser val Lys Gly

<210> 37

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ) ) ]
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 37
Gly Ile Lys Thr Lys Pro Thr Arg Tyr Ala Thr GIn Tyr Ala Asp
1 5 10 15

Ser val Lys Gly

<210> 38

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 38
Leu Thr Gly mMet Arg Tyr Phe Asp Tyr
5

<210> 39

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> )
<223> Ta secuencia es sintetizada

<400> 39
Leu Thr Gly Met Lyg Tyr Phe Asp Tyr

<210> 40

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ) ] )
<223> la secuencia es sintetizada

<400> 40
val Thr Gly Met Arg Tyr Phe Asp Tyr
5

19
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti—a531 que comprende:

un dominio VL que comprende una CDR-L1 que comprende TL-S/T-S/P/T—
Q/N-H-F/S-T/I-Y-K/T-I-G/D/S (SEC. ID. NRO.: 15); una CDR-L2 que
comprende LA-N/T-S-D/H/S-G/S-S/ILT-HIY-N/K/Q/-KIT-G/A-DISN
(SEC. ID. NRO.: 16); una CDR-L3 gue comprende G/A-S/A/Y-S/Y-Y-
SIANY-SIYT-GY-V/I (SEC. ID. NRO.: 17); y

un dominioc VH que comprende una CDH-H1 que comprende GFTFS-N/A-
RW-I/V-Y (SEC. ID. NRO.: 18); una CDR-H2 que comprende GIKTKP-
N/A/T-I/R-YAT-E/Q-YADSVKG (SEC. ID. NRO.: 19); y una CDR-H1 que
comprende LV-TG-M/K-R/K-YFDY (SEC. ID. NRO.: 20).

. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde:

el dominio VL comprende una CDR-L1, CDR~-L2 y CDR-L3, donde cada una
comprende una secuencia expuesta en la Figura 3; y

el dominio VH comprende una CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, donde cada una

comprende una secuencia expuesta en la Figura 3.

. El anticuerpo anti—asp4 de la reivindicacién 1, donde:
el dominio VL comprende cualquiera de SEC. ID. NROS.; 3-8; y
el dominic VH comprende cualquiera de SEC. ID. NROS.: 11-14.

. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde:
el dominio VL comprende SEC. ID. NRO.: 8; y
el dominio VH comprende SEC. ID. NRO.: 14.

. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1—4, que es un anticuerpo

humano, humanizado, quimérico, biespecifico o multiespecifico.

140
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6. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que es un fragmento de

anticuerpo que se une a a5p1.

7. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que es un anticuerpo

IgG1 de longitud completa.

8. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 7, donde el anticuerpo

comprende una porcion Fc que comprende una sustitucion N297A,

9. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica e! anticuerpo de cualquiera

de las reivindicaciones 1-8.
10. Una célula huésped que comprende el acido nucleico de la reivindicacién 9.
11. Un metodo para la produccién de un anticuerpo anti—-a5p1, que comprende el
cultivo de {a céluta huésped de la reivindicacion 10, de modo de producir el

anticuerpo.

12. Un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo de cualquiera de las

reivindicaciones 1—4 y un agente citotodxico.

13. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo de cualquiera de

las reivindicaciones 1—4 y un portador farmacéuticamente aceptable.

14. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 13, que ademas comprende

un antagonista de VEGF.

15. La composicién farmacéutica de la reivindicacidn 14, donde el antagonista de

VEGF es un anticuerpo anti-VEGF.

©1



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

132

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 15, donde el anticuerpo anti—

VEGF es bevacizumab,

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que ademas

comprende una marca detectable.

El anticuerpo de la reivindicacién 16, donde la marca detectable es un
miembro seleccionado del grupo que consiste en: un radioisétopo, un

colorante fluorescente y una enzima.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, para el uso como un

medicamento.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1—4, para el uso en el
tratamiento de una enfermedad o un trastorno que involucra la anormal

angiogénesis y/o pérdida o permeabilidad vascular.

El anticuerpo de la reivindicacion 20, donde la enfermedad es un miembro
seleccionado del grupo que consiste en: cancer, enfermedades oculares y

enfermedades autoinmunitarias.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, para el uso en la

inhibicién de la angiogénesis.

Un metodo para la deteccién de proteina a581 en una muestra que se
sospecha contiene la proteina a5f31, donde el método comprende:

(a) el contacto del anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 17-18, con
la muestra; y

(b) la deteccion de la formacidn de un complejo entre el anticuerpo anti—a5p1

y la proteina a5f1.

(27



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

133

El método de la reivindicacion 18, donde la muestra es de un paciente
diagnosticado con una enfermedad que involucra la anormal angiogénesis, la

anormal permeabilidad vascular y/o pérdida vascular.

Un metodo para el tratamiento de un individuo que tiene una enfermedad o un
trastorno que involucra la anormal angiogénesis y/o pérdida o permeabilidad
vascular, donde el métedo comprende la administracién al individuo, de una

cantidad eficaz de un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

El método de la reivindicacion 25, donde la enfermedad o el trastorno es un
miembro seleccionado del grupo que consiste en: cancer, una enfermedad

ocular y una enfermedad autoinmunitaria.

El método de la reivindicacion 26, donde el cancer se selecciona de! grupo
que consiste en cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer de mama,

cancer de celula renal y glioblastoma.

El método de la reivindicacion 25, donde la enfermedad o el trastorno es un
miembro seleccionado del grupo que consiste en retinopatia, degeneracion
macular relacionada con al edad, neovascularizacion corneal,
neovascularizacidn de injerto corneal, neovascularizacion retiniana y glaucoma

neovascular.

El método de la reivindicacion 25, que ademas comprende la administracién

de una cantidad eficaz de un antagonista de VEGF al individuo.

El método de la reivindicacion 29, donde el antagonista de VEGF es un
anticuerpo anti-VEGF.
El método de la reivindicacion 30, donde el anticuerpo anti-VEGF es

bevacizumab.
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El método de la reivindicacidbn 29, donde el antagonista de VEGF se

administra antes del anticuerpo anti—a531.

El método de la reivindicacién 29, donde el antagonista de VEGF vy el

anticuerpo anti—a5p31 se administran en forma simultanea.

El método de la reivindicacién 29, donde el sujeto primero se trata con el
antagonista de VEGF hasta que el sujeto ya no responde al tratamiento con el

antagonista de VEGF, y luego se trata el sujeto con el anticuerpo anti-a581.

El método de la reivindicacién 29, que ademas comprende la administracion
de un agente terapéutico seleccionado del grupo que consiste en un agente
antineoplasico, un agénte quimioterapeutico, un agente inhibidor del

crecimiento, y un agente citotéxico.

Un equipo para la deteccién de a5B31 en un sujeto que se ha tratado con un
antagonista de VEGF, donde dicho equipe comprende:
(a) un anticuerpo anti—a5f31 de cualquiera de las reivindicaciones 1-4; y

(b) instrucciones para el uso.
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RESUMEN

La presente invencidbn provee nuevos anticuerpos  anti-a5B1,
composiciones y equipos que comprenden los anticuerpos, y métodos para la

preparacion y el uso de los anticuerpos.
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béfore-aliy Jude, Coipotation, publis oHicial o, Zutiorty: in

S
| . A este alecto, To(s) fatultofainos) paka élevar Solicudas,
formulai  descripcionies;  eiimiéndas, prolesias,
declaraciones, ‘wposiciones,  caricelaciones, tulidades,
apelaciones y reamos; pagar Impussfos, cudlas y
gravéimbnes prescritos por la ley; tehunciar o desistit a
Uetechivs: coriokdidos’ o bn curss-de: BoNCesI6R; reclbif toda
-sclase de dotumentos 'y valores, darido el descarge
Y = B8peetivo, ¥, 6 denatal, Para dr afite dishas HitcTidades

To-that eflect they heréby epowared to file appfications,
formilifate descrptions, amendments, protests, declarations,
opposhiohs, cahcélitions, fiulities, appedls arid claims; to
pay ‘taxaes, ‘quotns -and assessments. prestribed. by law;
Yenounce of wdive Ihe rights granted or in the process of
grariting; ‘to receive all kinds of :documerita:and: valuables,
giving the respective release of racelph, drd, in:general; to
taks bafors said -authontiss the' nstessary steps fo sbich

-

-

+ déisistir, 1fanblglt, Gomprortieter, y-1a da ;

" Dlorgado yfimagosn: "

" {¥5dos lbs pasos neckidrios bl sfacte indicade v {ofnaF todas

1as. medidas qua:creyeran conducentes af rasguardo de mis
{nuestros intareses); con-todas las demds facultades legales
‘necesarias,

£ st podst comprande Ia facultad de reiifcar o conffmaran

imi. (fuestrs) nombre: ko actuado asi comop lx Tacultad dé
| sustitdirio’en, todo.o

Bh-atle v rvieEr susticlon®t, Asininic niémbrofanios)
AN: PABLO CADENA SARMIERTO /0 :BEATRIZ’

NG, 1656 Pisorg: st
100n: fCUItAUSY  Pars reciblr  hoticacion
apodetidosjidiciales 6 extjidiiales.

hdir‘“-—-v—" - '—@?i—ei:—-:--.—rte-:qﬂ.--ég‘ '-‘Mﬁ!—mqi:‘?@:r»-siéa‘;.g.‘;;;. N

ALACIO EASTMAN yio-

-offedt, ard-any méasires-that thely may: deem parineit to
e eatoguard of My (our) litérest(s) with all the bther
‘necessary legal powers.

This power Includes the.facolty to rétify or confinm deslst,

sefileand compromise.ch my (our) befialf, &nd to substitiite
fiis-power iy whole orin part and io revoke substitufions, Al
the. sams Gms | {(We) hereby agpelnts JUAN PABLO'
CABENA SARMIENTO :andfor BEATRIZ
-aridfor CARLOSH. PALACI) EASTMAN an:
GOMEZ MEJIA, domitiled in Carrera'7 No.
my’ {our) atfomeyls) in fact, with po
inotifleations- and lo desigrate s fudicial
-atiorheys.: B #

668, Plsoa]

_6'{ex’trajudicigl'

N - ey A

Riged and sigisd in

Sou
UGSA

“JARANILLO.
r HEGTOR:

rs 46 recsive:




Gerientech, Inc. hereby authorizes any of Janet E. Hasak, Mark T- Kresnak, . Jeffrey 5.
Bubinec and Timothy R, Schwartz, for solong, 2 theyrémain employees of Genetitech,
Tne., to execute, on its behalf, any submissions associated. with thie-filing, prosecufion,
granting; and extension and maitenance of grant.of patent-and trademark applicationsin;
the .8, and. foreigneountries, contracts relating tobiological dsposits with the American,
Type Culture Collection, and assignménts to publishets of copyrights coveting works
authored by Genentech entployees. |

|
|

August 27, 2002 . P dhaion.
Dated ! Sean A. Johnston
Vdee PresidentIntellectual Property
Genentech, JHc.
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Gountry: Unifed Stafes of Americd
This public dobiment

. f1as baen signed by AIDA MICLAT GUIAM

-adting inthe: capagity of Natghy-Publie, State-of Califdrriia

- bearsithe sealistamp of AIDA MIGLAT GURAN-Notary PUbIic;
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CERTIFIED
AtiSacramento; Caitorrid
the TSl day-of-Decombly 2005
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CALIFORNIA ALL- PURPOSE AGKNOWLEDGMENT . !

J"- !"M\' L R 6 ‘\'v\h--w‘brﬂ ATy

AT o ‘1.- T .\ \\r A e e

i Stata;of California

Iy
comyot __San Matuy }sa
Dt b, €. 2005 puirnme,__ Oly Mictei G,

. mwmun-(m “aasi Doe, Tty Prbsk)
personally appeated 0 MIM A Yetiean s fe
Mwvefs) ol Eipparizy “
| D pemsenally:knowa to tie
& proved to .me on. the basis of, satistartony
‘ Evidsh,

! 0. be tho personisl whose namefeh istare.
: Abtcitied 1o m mithin: lnstrumenf -and

R R B R P ST T~ ‘:m.wem-

T I I S B O T Ay AT e B S Eora SN S o

54 Vb

RESHTY

P e A T

erit:the ﬁérﬁonge},,or
thich fhie Prasonésy

rhearnmyuﬁo_ '

‘geled, axacutad the insirument.,
i WITNESS,my hand end afficial;seal.
' 5,.7 e R T T ®

“ EPTIONAL - .

1 Rt Do 1.3 : sy .
:Tba:ph n‘r ly;’m rﬂaymw (3 ,oamm«r .aqammwmpmw
Deser

on ot:Attached. Document

Trle ot Type of

Documant Date: |
Signer(s) Oﬁm'Than.Némed%_B.i\ l

Cdpacity(ies) Claimed by. Slgner

_ Numbsor it Pages:

Signer's Nanie:,

Rl : * : [ RIGRT THBRrT §
e SIGHER
0 Ingiiduad : \ 0.4 P b
LI Comorate Gificer — Title(s): '

0 "Partrier —iJ Limited [ Genatal
O Attomey-in:Fact

O Thusteo’ I
0 Guardtanchonser\rator ,
O Other: __, |

Slgner Is Representing;
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TRADUCCION AL ESPAROL dé Documento de: Poder oforgado por Gensritoch,
Irie. dormiciiiada &n + DNA Way, South San Franciscy; Califernia 94080-4540,
Estados Unidos de:América.- '

,E.S"‘rﬁozo DE CALIFORNIA
SECRETARIADE ESTADO

. APOSTILLA
{Convencith dé La Haya dél5 de Qctiibre de 19673

- Pals Estados Uriidos dé América

Estd doéumerito pliblico
2 hasidofimado. por-AIBAMICLAT GUIAN
* -actuando en capacidad B Notafio:Publics; Estado de Galiforia
lleva el selloftitbre de ADA MICLATGUIAN, Notaris Plisiico
Estado deCaliformia

CERTIFICADO-

5. “en‘Sacraments, Gafifornia ’ i
8. el 15.dediciembre de:2005

T..  porel Saéretario de Estado Dejegado, Estado:de Califormia
8 No.267083 : . '
8. SelloMimbre :

10, Firma

{Firma)
Secrefario de Estudy
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RECONOCIMIENTO TODO-PROPOSITO. DE CALIEORNIA

Estada de Caiifomia )

.y }ss,

Condado-de San'Mateo )

El'G de diciembre de- 2005, ante mi, AIDA, MICLAT GUIAM, aparecié personalmente
Thimoty R Sthwartz ' :

i U a quien conozeo personalmente
& quien demostrd ante- m| en bdse a.

i lo.que 4 -evideficia satisfactoria sar laﬁp_gggong cuyo

8y un-sello que dice: nombre. esta suscri e et
AIDAMICLAT GUIAM Quich foooRoclE A mi i e ¥
COMISION § 14566642 quish f_é,s_cgpocﬁj anté mi que sfecutd el
'N.ﬂi;aﬁilpﬁbflw-‘fiaﬁf‘qfﬁ'la ThisinG an su capacidad autorizads; ¥ que ]

por su-firma en el instrymento fa persona o
I entldad & nombre de la. cual Ja persena
actué, ejecuts elinstrumento,

‘Condada de.San Mateo
Mi comision-exgira e, 9 de 2007

Atestiguami firra -selip oficlal,
ADAMICLAT-GUIAM

Aufigae ikt eo s secckin ves rcueri po i ey, sty ot dafost 34 s - basan n o tomestny puede

- | ‘prERATEIA feftmciley fbadhenit fimh i 6o, SXp thitn & g doem
Deseripeion adiclonalde cualquier documents anexo

Titulo-otipo de dotimenta; ; R
FechadelDocumento: ____ - ./ __ i ___Nimero de paginas;
Frmante(s diferente(s) a (los)memb'rgdd(s‘)iafriba‘:% _

Capacidad(es) Relvindicadas) por.s! (los) firmante(s)
Nombre del firnante; .
O Individuo.

0 Fancionaro-Corpdrative - Titdlofs): _ ,

3 Sodo~[J Uititado-O General ‘ Hietandies |
£} Abogada de-hacho deracho del fymants: |
0 Fidetcomisaro ; . Parte,ofta ti dec aqu |
O Guardidn o conservador ' ;
B o

El fimante representa;




161

AUTORIZACION

Betientech, Ine. poFia présente autoriza a cualquiera de Janet E. Hasak, Mark T,
Krasnak, Jeffray S: Kubinecty Thomity R. ‘Schwartz, nientras permatigZcan comio
empleados de Genentech, inc., & é;éctitan 8 80 nidmbre, cualquier ‘solicitud
asoviada. com jpresentacién, ,;‘j‘ OEESAISAT; conisequcion,. y extensidn
mantenimietite de concesisn dé Soigithdes. de: patente ¥ Tarca registrada en o
Estadog Unidos vy paisss exfranjeros, ccnfrafos l:alacmnaéros CoRl 6epéslt0§
Blolbgiess ool Ja Colectitn Amer]cana de:Tipo de Culiive, i cesiorivsa publicistas
d8 derechos de autor que chan los trabajos de rautorfa de los: empleados de

Sanentech.
- ___2¥de Aqostede 2002 __{Eithoa)
I - :
o Fechado : Bean A Johnston:
£ Vizeprasidenits, Propisdad irtelectual
Genefitech, Inc.

e
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pﬂﬁi‘ﬂl}e |

(Convention de Lz Haye du 5 Octobre 1961)

Country: United States of Amerfca

Ihis public documant:: |
has beel signed by Harriet Smith Windser

acting in the cspacity of Speretary of State -of Doelaware

bears the seal;g-'(st;a@ of Office of Secretary of State

 erfifiod

4
{

at Dover, Dalaware .
I

the: twenty-fonrth day aﬁ,n\!ay;. A.D. 2008

by Secfetary of State, Delawite DEpALENErt of State

No. 0254030

Seal/Stamp: 0. Stgnature:

Eacretary of State

o




161

PAGE 1

‘The First State

I, HARRIET SHITH WINDSOR; SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE ‘DO -HERERY. CERTTEY THE ATTACHED IS A TRUE AND TORRECT
COPY OF THE RESTATED CERTIFICATE OF "GENENTECH, INC.", FILED IN
THIF OFFICE ON THE MM‘Y—SEGG??D ‘DAY OF JULY¥y A.D. 1999, ar ¢
6 "CLOCR A M,

.

i




|’
AMENDED AND RESTATED
CERT(FICATE OF INCORPORATION
GENENTECH,ING.
o

Geoeateoh, Inc. (the

¢ “Corporition™), o corporstion.organized and existiop .
under and by virue of the (

. Corporation Law:of the State of Delaware,

, daes bieroby amend:tbe Certificats. of Tnoérporation of the Gorporation. which wis

originally filed on December 23, 1986, urider; e niame “Genietach Delaware,
tne. ", and yubsequérndy, amaded.,

" “The Certficaib.of Incorporstion;of Hie Cotporatiba s by restated and.
firther smended 1 igadan I8 etitirety: as-follows:

ARTICERT,
|

i ok

“The darmie o€ thé Corposstion fs:
|ARticiE:
|

Theaddiess of the segistered office of the Corporation in the Stiteof
Delawarviis Corporation Servics Company, 1013 Centie Road, City-of
Wilrninigton, Coimity of New Castle, Daliware 19805, The tiarrie of Its reglstered.
E‘m‘;ﬁfm;ﬁ@@:is-ﬁ&ﬁonﬂ?n Service Company,

m,msc-oﬁm.comr!dmh to enghge In eny lowilal act or-activity
for which corporaiions:niay be onganizéd wndesthe General Corporation Law of

the State of Delaware as the samn[mdau oF riky himeaftier be emended (Delaware
Law™),

STATE OF DELANARE
SECRETARY UF STATK
I DIVISTON .OF CORDCRATIONS
FILED 09:08 A 07/28/1999
$91307391 - 2112549




ARTICLES

SECTION4.01. Clpital Srock. {3} The Carporation is autliorizsd to-isiuia
o claes of 108k 1o+ be'déigrated, rospoctively, preforred’stock and comimon
stock. The total vitmibéy of shaves which e Corporition is sirthotized to issus ts
four huridred imllios (400,000,000} shares. Oho udretmillion (100,000,000)
shares dill be designated preferred stindk, Pir value $0:02 per shaye (“Preferred
Stack”). Three handred citllion (300,000,000) ghiarsy shiall be designared
commot stock, par value $0:02 pét share (“Common Stock™ The Cormion:
Stisck of thie Corporation shall e all of orie class,

®)  Themumber of atithirized shares of-any dlass.or classey of stock ndy
B ncieaged S decreassd (bt fiot below thi aiiasbi of alidves threo fifen
Sutstandlng) by the affirinuitive vt ofa maforlty invotng powerof the
outstaiding stock afthe Corporation-eiiilad io voté theréon rrespective of the.
provisions:of S'ece{bi‘i 242(b)(2) of Deélaware Lidw..

Secrion 4102 Comvion Sk n
-unlsyvodor frepsuy slidies of the Common'Stock may bedssuad for such:
-Ponsidpration a5 ihay be Hixed fi adcordanca Al dpplicable taw frouy B tor
itime by the Board of Dirteroes:.

() Dividends. Subjecto thevights ohlioiers of the Préferved Stock,
theholders of the Comicn St cafitied fy voceive, wbetiabdas

ey Bisisice cid Constidongiton, Ay,

4 it

Ny forthe Sasusola serien of Pofi

Seomion 405, Preférved Stock,

@) Seriés wid mils of, Viviaions Barviein Serles. Ay wismesdlor
ieisury:shares'of ths Preforred Stock miay be dusvisd from tise:t6 tiiie .on¢-or

OTE Sérits for-such considartnion s ¥y be.fiked from time to timo by the Board
of Ditectsrs, Before sy dbiues oF Prefirrod Stwekof sy peartitalar sédfos lial] b
A530¢d, avcentificate shall be filed with'the Seratary of State-of Detavia ¥ settiilg’
T the designation, rights, privileges; ieatictions, and: {ons:to’beattchied
to the Preferred Stock of avidh serics and wuch Sthes mAArs s mily be required

£8d1tis Boaril ol Direciors shall iz and detageiine, and is Beroby, wapressly

expomered to fikiid detcrugpe T rer providsd B 1o fhs particalars of

1D



-

‘ v
‘he sharcs of suckserles (so farav not incorsliteint with the provistons of tis

Asticle 4 applicable toial{ ;@&;ﬁf?mfmdjsmgj&)qilﬁcmﬂng_hﬂ:nmglfm@d}m, ' R
the following: ) ‘ ‘

@ :ﬂ?&%sﬁxs‘@maﬁﬁmﬁf‘snéh'sqiu.m,iﬁqmbﬂgf
shaces whichshall comsitotd uch seles; which iombie sy bonteng ased
oxgent uhers theriis provideity the Bosrd of Directorn roeting
Soch s or decreased (Bt et below the inmbes of hares et e |
‘Sutstanting)fram ﬂﬁ!ﬂﬁ.ﬁme-‘byilitse._asdm; of the Risand of Directors;

(Ii) | the mqualﬁts bfdrvidends pﬁyaﬂaonﬁmgfm%ﬁa'
o conditions iport Which suchlividends shall b ptyable and i dor

: ﬁmwhnchdmdmmmmulmmmmmnmu )

Do demines a3t st o s

wotihg teits provided by Taw 2o, ifso.dhe terme ot sk voting sighn;

el )
V) Whether Muﬁss}mzlhmcomonmmemm if
oy the decmos anid canditions.of uéh gonverniti, tnchatlng, but ‘tiot limineg
adfistunent of the, conversian rate. jorsucts svents smi 14

I .
() whethes.or:not the:sharss:ofiauihiseelés shall beredsemetie
and, if's0, ﬂ:aumsmdo%ndmomnﬁmbﬁﬁmpﬁon,mm & the date
s hon of et whigh they shellbe redeemable, and the tmotunt pes

{¥iD) _ the righis of the shares of such series.in the eveat.of.
Cotpdrition, and the relarive sights:oF priority, I0an, of payment of shares

(Vi) any other m?!!ﬂvenahﬁ.mmm and limitations o such.
series, |

|
|




N

164

 alker; amend, yepeal a rumnduuhylawsoi“ﬂw
o S:01(bYand 5 01(e) bereat:

) Settions 2,02, 3. 52 $(8), 31030y, 40a, 35,3

'bylawsmayonlyﬁ”e"‘ ed; antendad; repealed; i fosrin:

ﬁy . 2
vate of liolders of vapiial siock ¢atitlad 65 Yots thereon Yepreseiting s tha,
60%:of the shares: entitled 10 bo voied thereon,

(©) Sectlons 3.03(::} il LIS ‘of thé"bylawsg Tay gnly be ahered,
amended; repealed, or reseinded rascinded by (e efficrative vate 6f haldecs afcapml stook

entitled' o methm-eon :cpxesenhng morerthan 50% of the shares cnt‘ttled o be
vored thereon,

sm~5 02, Awissidriitof Certificate ‘of ncprporation; Sectioh
5.0116); éftthi#Cemﬁ‘om ' JWWo‘n sy onily b altered, amended, .
call oinded by the afrmuitive:vote ol holders:of tipical rock-sufiitat
"ta%wﬂwrwnremﬁsen hig: «ﬂmso '-‘ﬂmmmhﬂadtobeww&

Thervon, Beolion S mtﬁ) an& Atiicles § and 9:of this cauhm sfTnéorpotation
o aliored, aniend 80, Srreadinded by the aBlimaitve vote.of
1 ' o Tpresenting mird tha, 90%: ol i

Mew sm- Erscnon of Olieciors By Holders: omefmdaS’:ock
i h&ldersqrg':ny ferred Shock:oriany
shall be ex

’ . /3‘1"

En fo
‘f[f Olejg fu r (um

i e epmqmou'iﬁﬂc
] mompmnufe daq esehntenidoah

g4 UL 201 §
TARI

if g - 1
M Bogu:ﬁ w-«!,,.cf?_'gnbia‘ 4




e

-srw‘ﬁmmm ol iy,

5 _ A1, aify v uli -;ﬂoin,ﬂ:\a
death, mfgmﬂnnbr nd¥il of directors 'eotadbyftﬁabdlﬂem of suchi
Preferred:Stock or serles, shal  forthwith feeminate mid the withosized diir
d:mcturu shs[lbercduood iaécondlngly.

Becron 8.02. Ballots:. Elecilons of dirsstors atad annval or Kpecial
meeting‘o ;mkbolimnhdmtsbe bfwﬂmﬁaﬂmmlmw;&ﬁwsofm
Canon ghall provide-oitie

SECTIoN6,03. Bt dlnngéﬂahPcmmI Ltability of Direzrors,. ()
A disetor of the Cﬂrporaﬁan. all not e figtieto ﬂ:eééofpofaﬂ' r §fs.

Stogkholders/for monetacy demages for bréach of fiduciery duty axa directorto
the fullésr exmmpmmﬁedhy I?te_';, e

&Y Eechperson (ml 'lﬁ&héirs,\ﬂmm: or sministrators of such
Persan) who'was or'is &:paty or i (rremenied 15 be: maﬂe # pﬁrﬁf te, Ords mvolved
innmrﬂwtmad,ﬂﬂldinsmﬁ, pleted action, it

Cbrpomnon s Y dimcmr ofknﬁﬁmr cbrpoman,;parm\vmhip. ;omt venmm, tust
or othiet entéipnise, shall be fndemkified and beld ‘harmless hy-the. Cotporation to
the fullest extent permittted | by Delatvare Law. Thedght to indemnifieation
conferred in this Sectlon 6.03 shall dlso Inclinds: thetight to be paidby the
Corporadion the expenses incurred in connection. with -ty such pivceading in
edvarice of its final disposition to the Fillest mt,auﬂmm*b; Delaware Law,
:l‘hc fightio indewminifcat tion conferred in ihis Section 6.03.5kall ba 4 dontract
ght .

&) TheCorpération may, by action of its Bossd of Ditectons; provide
Indemnification to sudhyof e and; agm o the )

mamhmmdmmnhnﬁhﬁmﬁwﬂm of Directors shiall detetiine o ba:
appropiiste and mfharindbybel&wmlm
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£73 41 gl

. - ] fﬂ’ .
Jf 1 fotocopi aulent; do e guf

(%3]

*mﬂcr

@ mﬁ;ﬂmm Biithiority covfsured B e Section 8.0 shill oy e
Xetiisive of any o’tharnghfnfhnh« iy pem%ﬁ gy oftierwiss fave or héreafer
sed e, :

: repedl. o idlsaion of tils: Sacﬁou
ior of ay Brovision 61 this CoiBoeis ol"lncm'pmuon orthé
isths of tiia: Cokpoi‘unon, i o, o the fillest dsaeni peanitted by- Delawars Low,
any wiodification 5Flaw, shanwnﬁnmorm&aeﬁéetofddsSamou603 1]
respect of any acts or omigsions oceiiming. prior to siuch alferation, apeqdiient,
‘yepeal, resission, adoption or modification.

SECTION7:0]., o?eqion}o V'of Délaviirés Law. The Corporation Figrshy

elécfsmt Aobe poversisd. by‘*’Seohan“ZOi of Delawire f.aw,

ARtictes

Sﬁ‘c‘ﬂﬁu 8.'07\, Reiaﬁomhb itk Réc’:kc To anticipation that the
d ‘owned) mib ofR‘bcheHo{i!in.gs,Inc,.
o Wlder BkE-
(e’ mSectfon's.OSJ
’ﬁiiéilof biisinessdnd”
3 nIUss, and: it tecopidtion of
Co;pqtﬂ_hqn“ﬂlmug&‘l& editinusd cum];-
*(i8odIng servive of offfcers arid
Exe;CoipG:ahon) md{;’i) the &:fﬁmhics

En fa fog
<olejd fy o Careny do e

: £17
da gy, R h

sty




. oftheCorporation and {és officens, tirectorsaad suoekboldees:tn.connettion terewith.

SectioNB 2. Stiniler Business Actiiities: Fixoept as Roche Holdings,
Inc. smayottireise dgres:fn owiting: >

() Rothesballnohava dny toseftslp fom engaging:direcly or
indirectly i tie saineinr stmilar businessinerivitissiorHiies f biisiness s the
Corporation, and 4

{5, neither Roche oot any officer v direeest thersof shall’ba figble to the
qu'pﬁﬁ:EffOn.OxClﬁisbcklnldérr};ﬁrhméﬁgf‘@,nglﬂ&a‘chl;’fldﬁtj){lby‘mpfm_r
suchactivities of Rocbe.or of such Serson‘s participation therein,

i ]
In.the event that Roche-acquires knowledge of'a. potential rarsaction or
mmﬁmmaybamqnﬂmvmm@mrﬁmmmﬂﬁe&m
Roche'shall have.fio. Qi £ cdinrmunicate-ornffer schi Sotpofehs sppartumity.fo.
tho-Corporation anthshall it b lishle 1o b Corporatlon o Ha:stockboldars fif
Breqchiod any Reloclary.duty,as aistbekholiler of ihe Cotporatiott or confrofling
pensen;of aistocklioldes by, ieason:F the Bict tharRocHe puesiies or souirés 4teh,
Cotparité-opportmity for itsel Hirtets sush Aot Spormulty to-another.
Petsomwor.entity, o flos3 niot:commrunteate Informmtlon regardiig, or offr, mch.

<otpomaté-opportanity 1o the Catporstidn.

~ Secrion 8:03, Corpiwite Opportuiifes. Tn-the event that a direstof,
offfcer oremployes. of the Corporation whe i also a dirsolor, oficer ar employse
of Reche acquiies knowledge of apotential transaction or meteet that may be 2
sorporate -opportunity for the Corportion-and Roche (whether such potential
transaction or matier is;proposed by 2 hird-parry 4 ig.conceived o by ek
dlrector, otficer or emplayzis.of the Corporation), such director, office or-
emplayee shal be éatitled 0 offor-guch sorporats. oppertusity to:he Corporation”
or Rochs a8 such.director, 6fficer ot employse deems appropriate under the
¢ircumstences in bis sole diserstion, and o, such director, officer-or etmployes
shall be [iable to the Corporation arirs stockhiolderd fior breath of any-fidusiary
duty or duty of layalty or fiilure 10 act in (dr not opposed to) the best fmterests of
‘the Cor or the destvation of any improparpersonal benefit by reasonof
the foct that (1) guch: director, officer or cmployee offeredt sach corporate
Oppostiity 1o Roche; (rathier tharr the Eifrpcration) or did not Sommimicate:
nformatiin tegerding sush corporate opporhunity 16 the Corpotation-or (i) Roche
pussies or acquires stieh:Sorpirate dpportunity.for itseif or diveets:sich comporatis
oppoitunity toanother persoitor does bt commnunicate information eganding
such conicate Spportint-to i Corponsiion.. '

b
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_ Secnon _B'eﬁil".‘ Mc@i&h&'&ﬁ@f&b&:ﬁiﬁi&éﬁm -ﬁny}pmaﬁ-b':femﬁtg
purchusing oy oihérwise déqUifiig anyinierest i ray Shares of capital stock of the

SECTION 8,03, Difinltions, For parpases of iiis:Aricle B &nd Ardicle 9
odly; (fy the teir orporation’” diall i ie Corporail oratlon'and all corporations;
phrinerships; mmvwmu.aswciﬁousmdotﬁerenﬂﬂmn
‘Coporstion benefically ows (dieetl oriadlrecty) iy
o “Rock” shall gizait Rodhip Holdings, T, i all corpimations rations; perinsrships,
JoinitVegtures, associations aisd ather esililis {other thain e Corporat '
i dccordanic > Witlielause (f).-of thisiSection 3:05Y that axe

InRale $35-21der tie Seuritics Bxchange At of 1934, i amendedyof Rockic

SEETONB:06, Terinciton: Binding gct. Worst

this Barelicate o Twonporation 16 the Gontraryy e f
Article.§:shalleipire o the Gl tai-Rsshe:cotss to
‘{I“l:.:.kdf ,.ll‘_.\—..‘.

, Sacnonsmmmsmpmnsimumﬁmaeamm addition to
the provivlons of Aiticles, ; .

AKRTICLEY |

SECTON 901, Contrabes NorWoid, No contract; agfécaient, wrugement

With ‘Rockie argp eseabal or puafipatein the:

,

6. by o - W A T

=% Colombig . =778 o

L Castilly Zgrm=S i o e
"\ AQ.Q
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scttlrig of t1s Board of Directors o committee thereof which authorizes the
contracy, -agicemen, ﬂmnsﬂnmmhmon.ammdmcm.modiﬁcadoncr

lermination or.solely bmmhwmmuvmmenmmformhpum, but
A0y’ sueh contract, agrsemeit; arranigemient ot transaction (or any-amendment,
modifition or termulnatlos thereot)iali e governied by i provisions ofifh
Amended end Restated Conificaté ot tncorporation, the Combrmiten’s Bylaws;

Delaware Law.and oiher. spplieable 149, For fliposes-of this:Ardiels 9, thethrras
the “Corpdration® and “Ruche” have:the mesrlng s Forth 1 Section 8,05,

Sections.02. Quoroe; Diiectors of thi Corpiorition whoiare s
dlroctors.or officdes 6f Rickie:mayibe cousited i delermhifimg the présencerofia
dfarum ats mecting of die Board of Diréetors or o committes thatais fotfzesy
orspproves any such comtraet; agreeriietit, dick ortransption for
amendment, siodification.or terminstion Heareot): Cuismihding ahiirés 4f Common -
Stock awned by Roglis may be sotmted in dstermining th s quibyit

S
SUCHOND.0%; No-Liabiliy FarGood Faith dciions, Neifliee Roskonar

any.officer o difectoritheivof shall Bo Niiblertoithe: Corparatiinior by stoekholde

Yor beeach of any Bdutia

of aiy ity o duty'of loyelty.or fallure to st in (o tiot
opposed 10) ihe bestintarests pfﬂﬁa@rpcmﬁonnﬂhé derivation of sny-improper
personal benefit by resson of the fic tiat Rocheiot a1 officet. of director thereof’
1n good it thkes any action or e4crolses'any Hights or gives e witkholds.asy.
-“consent in-connection with any agreement or tontract betivoen, Roche and the,
Corporation. No.vots castiot othar ’ucuonmlmbr any:person who Is.41 officée;.
director,of dther iepresentatve of Roche, which vote i tast or actfonip taker by
such person'in his capaciry ata director ofthis Corporation, shiall:constitate.an
'nictlod of or'the.ekereise of s ﬁgtml;ymmofkoehefmh:mposeofmy
suchagreement o contrsct, | '

SECTION 9,04, Deered Cotsent b Stockholders. Any pergos o entity
purchasing or otherwise noqiring any intsrest 1 any. shares of capital stock of the
Comporation shall be deemed to.have.nioticeof and to.have consented to thie:
Provigions.of this:Atficle 9., ! ]

1

SECTION9.05. Contracts Covered: Farprrposes of this.Artlelo s, any
¢oDtTack; agreemant, sftadgémentior transaction with the Corpomation or any
Ootpbreasion, parmersitp, jolinvesitire, assocfationor other entity b shich dis
Gorporation beseficlally-ovns (directly ot indirsetly) ity peceertter mwe of the
outstanding voting stock, voting power og simlar. voling Taterests shall e deemed
to'be a contriict, agreement, avcangérnent ortimmssitiin with-the Corporation
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SECHON .06, Bl Effser. Nether teaberaton, amendrvos, e

ot e ofmyﬂlpm-vlslonofih& ﬁ:ﬁfipznmwad&qumﬁw provision

By gEovision of thixArticle:d ahall elimiriz or reduce the

dcle:9 invTespiect 6F iiny. malier socuuing, Srany o 32 oF iiion;
it &t £} bt 8 AREl 9, wiidld asctie or arise, priorto gich
alteration; amenidnin, chiigs, répeal of wdoption.

SECTIOR9.07. Artlile 3, Tho grovidiony oF tis Article 9 are i addition w
t‘bcy;w‘aimpfﬁﬁck 8 -

#alvat

i

i

. B

:

. B
. % :

.

;

|




) D

N
, TN'WITNESS WHEREOP, this Amy pded and Resttéd Cértificats of
o papatation; having teen iy, sdoptid in acoordance with Secot 242 amd 265
of the General Corpaletio L of the Srarw of Deliovare and by the whitgen
consent ofithe sole:stoekholder SF b Conpoimtion in ccordaics with Section 2§
of the Gencrl Comoratin Lat of the Spite of Belaware, s oo xeeuted thi
Znd dayotiay. a0, |

|| GENENTECHING.
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' fﬁﬁb.taj'ccrcm ALESPANOL. del Gerfificada de Incorporacién'de-Genentech, fric,

X

C‘Q‘

.

W

APGSTILLA
{Convericibn de Lax Haya-del'5:de Ottubre-de 19571

Pals: Estados Ynidos-deAmérica

Este ddcumento piblico

ha sitlo firmado por Harriet Sith Windsor

actuando en capacidad de Sectetarfa de Estado de.Delaware
lleve &f selloftimbre de la Oficina del ‘Secrefario-de Estado

Certificado

en Dover; Delaware:

elveintiouatrs de mays, A D. 2005:

por el Secretaric & Estads, Depatiamento de:Estads dg Delavare
No. 52546361 :

Seliofiibre 10,  Firna

Harfigt-Sifiiii Wihdsor {Firmay
Secretaria de Estado

168
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| DELAWARE ' o
* EL PRINER ESTADD.
YO, HARRIET SMITH WINDSOR, :SEGRETARIA. DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFIGO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXQ ES
UNA. COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADG: VUELT® A
REDACTAR: DE “GENENTECH, ulwt: PRESENTADO €N ESTA OFIGINA EL
VIGESIMO SEGUNDO Bla DE-JULIG, A. D, 1999; A LAS 9 £N PUNTO DE LA,
MARANA. !
|
l

_ Hamiet Smith Windsor (Firma):
Hariet Siith Windsor, Secretaria de Estado
: AUTENTICACION: 3000384
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CORREGIDO YVUELTO A REDACTAR
CERTIFICADO DE INCORPORAGISN
GENENTEGH, TNC.

Gehentech, Inc-{la*Gorporacion’y, s comeracion sryanizada y-existente
bajo y por virtud de Ja Ley General de Corporicish el Fetado-de Delaware; por fa

 presente conlge-ef Gerlificado de Heorporagion, el oo presentado orginalmens ef
28 de dictsmbre-de 1988, balo 6 nombre *Genentech Delaware, Inc™, y: coriegi
subsigdientemente: '

Por la presente se vuelve a rsdactar &l tertificade: d incorporacion de- fa.
Comoratitn y 5o cotrige auh mias Para fue-diga-en su totalidad lo.que sigue:

e C T ARTICULO 4

{* El nombra-de la-Gerporagianies; Genentech .

ARTICULG 2

La direcsibie d& T oficing registrady de fa Corporacién & 8| Estado de
Delawsre: as ‘Corporatiopy ;Seirv_.ic'e;- Compary, 1013 Centre Roag, Cludad de
Wilmiington, Condado de New castie, Deiaware 19805, El nombre de: su agenife
Tegistrado en tal directinies Corporation Seivice Cofngany.

| ARTICULDS

Ef proposto de: a *Gb?r;;;oraci’rSm &s-¢l de participar ehi g
adtividad legal para, ias-caa”!’es'i*i’a's' Tompdraciones pueden seg
Ley General de Corporacin del Estado- da Delaware camg
miodificadata miska &t *é‘é]éiant:é:(-"-Dé[gwam Law?,

ARTICULD 4.

SEBOION'4:01. Actionss de Eapit, () | 340 esth agd BN AN
emilir dos clises dé sceiohes it deben designarse, TesgEctmits, aceihed
.p’Fé‘ié?énz:FaiE's: Y &iccionvs, @@Enunes, El ntimero: “toi ;ﬁ_e.'-atc’idn'eg . :Le la:

' ;‘fz Cor ﬁé‘fé,‘c-'idﬁ' esta autorizada = ;:-er,r'ii'fii* & de :(:'U'a"iridc'iéi s ‘Hillien :\ 9 "0:09,0_00)’
. e acciones.. c’ien:mmcmea-.:'(;1-'0b‘,_ac_a;t‘)‘éd;:aé;a@c;b_n Al
: 74 @\\u 9'\‘@%\{\4@'-\ . 2

WNadas acciones.
= FAN .
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"f:},\\'i‘“ \a\"“\e‘“\m %
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ﬁr,efé‘rencia-les. por un valor de $0.02 por accidén (Aceldn Praferenclal®,

Teeclentos ‘tillones (300,000,000) de acciones; sersh dasignadas acclones ' , ?
tomunies; por:un-valor de ‘?$0,:'Q2- poraccion ("Acclén Coman™y. La-aceién coman

deda Cofporacitn.serd toda de uria misma: clase.

(b)Y £l nimeto de: acclones. autotizadas: de. cualquier clase o clases de
“acciones puede lncreme'hta‘rsé' o disminuirse {pero no: por-debaje. del niiméro del
nlimero.de.acciories de las mismas ,cflue\,en su momento-estin vigéntes) bor-el-voto
afimmativo. de uha mayoria con podér.de:votacién de las acignes vigentes: da
Corpotdgion con derecho a votar por fa misma Independiente de las
consideraciones de-Ia Seccién 242(b)(2) de la: Ley-de Defawar.

SECCION. 4.02. Acclén Comun. {a) Emisién y Consideracién. Cualguaier
accién sin emitir o dei tesoro del las Acclones Comunes puede emitirse para, fal
consideracién como pueda fljarse B.e. Bouerdo. con la ley agplicable cada cierto
tiempo. por fa Junta Directiva, |

{b) Dividendos. Sujeto a, I'bi.si derechos- de los: agglonistas de; las Acciohes
Preferenciales, fos accibnistas de ;A:c,c'ibnes‘ Gomunes deberdn terier ¢l detécho.a
recibir, cuando: ¥ comp se. ‘d_efqlage: por fa Junfa Dicectiva, de 168 activos de la
Corpotacitn 05 cyales-estan disporiibles:para ello por ley, dividendos pagables:ya
ed-endinero, propledad, o acdiones:y: Iés-acgioistas-de Ja, Acelén Preferericial nio
tendrén derechio: a. participar ert tali?s dividendos: (a menos que ia.Junta Directiva

determine lo coritrario en cualquier:resghucidn que condiciona fa: efisién de una
serie'de Accionés Prefeisiiciales), |
-
SECCION 4:03. Accidn Praferericial
o !
(a} Serjes ¥ Limites de Viehaciones. .entre: Seres. Cualguier aecién fip
emifida -0 del tesofo d& lgs Acciones Preferenciales pueds emitirse cada. dierto,
tiernpo eh una.o mag series pard 1al cotisideraclén como pueda ser fijada cada
clertotiempo por 1a Junta Directiva. | Antes:de que sie emita cualquier accién de las
Acciones Preferenciales de cualql%ﬁer sefie particular, se deberd presentar um
certificade ante el Secretaro de Estago de Delaware estableciendo las
designaciones, deraches, privjlegiosisr. restricciones, y condiclones -que irdn anexas:
a.las Acciones Preferenclales de tal 'serle v tales,dtras cuestiones como puedad, '*
requerirse, y Ja Junta Direcliva d.e,l?er terminar, y por la pre‘sent .
expresamente autorizada para fjar yf -.-!»-""' en la forma provista por la, Q}ﬁ:!e‘ﬁ & ’;’1,%6 .

|
[
I
I
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+

¥-cuando no seaEn incbrisistantes
ton las. condiclores de exte Afticulo 4 aplicables 2 todds 1as
Preferenttalés), incliyendo; p pero sin fimitarse: a; [as siguientes:

gerles de Adciories

i ‘d‘é‘s‘lgﬁa%c:ié‘rii distifitiva’ de tal serie. y el nimero de las
acciones que hah. de constitisic tal serje; numero que puede Incremeritarse
{excepto: cuaRds lo- -détefiiiine de otro modo la Jurita Directiva al crear tal
881i8) o redcids {pero no por debajo del nimero de. Heciores de las
TISMas Gue estén: vugerftes) cada cierlo tiempo por iina accion semejante
‘deta-Jurlta Directivar

i o tasa anUai de dividendos a ‘pagar sohre: as. acciones-tie (1.
isetis, das condicivrisy sdbra das cuales pe pagarin tales dividsidss y &
fecha a patic ds Ja-cualios dividendos serdn scuniulatives e &1 SUEHS que
ta. Jurita Directiva: daterrnme quelos dividerdos serdh dcurmiativos;

-‘(iii} si Ja Serie tendrd o rio derechos de vote, ademas de. los.

derechos: ds voto :pre\fistos pot 1a ley; yde ser asl, los téminos de: fajes
darechos do- Vito;

{iv) s fal sefier lendré 0. ho privilegios de conversion y; de ser asf
los: t&rminos y condisisnes ds £l ‘eotversion, incluyendo; pero sin &star
limitado. 4, Ia nondmnéﬁ para ajuste de laitasa de conversish ef {diss
sventosy de*"taT forinia r_:gm_g. fa dunta Directiva fo-deteniine; *

W)

0, comﬁra deraectbnes de €53 .88fle .. de:ﬁr as’f f
“de tabtonda: deklnvérsié‘n

{viiy
hqmdacrén disa]bc'bn 0 tlerre \mluntaﬁare bi -

vt

; I senen cas de wtia
ntana da Ia C poracuﬁn iy

A

i
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A
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* losi derechios feldtiv 05 de Mipﬁkld?.dj-. de haber, de pago de secionas: de ‘esa
!  H8 pag
sétle y ? :

(i) cualquier ofra derecho: relativo, praferencla, y- limitacién de tal
" |
serie.

;
|
ARTICULOS

SECCION 6.01. Enmiandas a los: estatutos por los Directores. (a) En
adicion y. no limitando los poderes conferidos per estatutos, la Juota Directivar esta. -
expresamente autorizada para haser, afefar, enmendar, rechazar ¥ rescindir los
estatutos de la Corporacion, sujgtos a las- secciones 501(b} y 50%¢) a
continuacidn. ‘

{b): Las 'secciones 2.07, 8,02, 3.03(a), 3.04, 3.05, 314 y 606 de log
estatutos solo pueden alferarse, snrtiendatee, tepelerse, -0 rescindirse: por-el voto
afimmative de ‘fos mccionfstas ife capital: con; derecho a vofar las mismas que:
representen:mas-del 0% de s acsiones con.desecha awvotar fas.mismas,

{0) LasS&cciones 2:03(c)y &:15-deos estatstos solo pusdeivser alteradas,
enmendadas, repelidas, ‘o rescindidds: pot le vots 4fiiriativo de Jos acclonistas de
capital con derecho a votar fas #ismas que representen mas del 90% de lds

SECCION 5.02, Enmienda. def Certificadd: de Incorporacidn. La, seccién
5.01 {b) de este Certificado-de Inco'r;Ld'r.ac'ién s6lo puede ser glterada, enmendada,
fepelida, o rescindida por el ¥oto fﬁﬁhatiw_ de los accionistas de: capital con

derecho. & voto sobre la fismia que! tépresenten a mds del 60%. de las dcciones

con deteche a votar ta misma, La seccitn: 5:01(c) y. los Artfeules 8y ¢ de este

Certificade. de. Incorpotacion sola pueden alterarse, enmendarse, fepelerse, ©

fescindirse por elvote afirmativo de jos acclonistas de.capital con derecho. avotar

la misma que repreisenten més del KQO_% de las ‘acciones con derecho a votar lg
misma;,

ARTICULO &

[
'SEGCION, 6.01. Hlccien dbt Digoi
Prafém_ncfaf. .Dur,an'_te' cualguier

a0
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' accaén preferenicial eudlqulera de una o mas serios de las MiSEs, Gie votern

hechmf de qtié &

.
ki

‘Coria Una. tlase, tengan derecho @ elegirun niimiers especiics. di: ditectores, por
Tazdh a atrasos en fos dwlder.!d‘ﬁs 1t plras condiciones, gie leg dan el 'derecho a
‘Haceilo;. entonces v duranis & Hethpit. que. ontifie @1 dracho i) el nlimero. de
directores aulorizads deotio moda SETS ifiéfementado: portal niimers de; dirsctores
espeeificado, v 165 atolsiilstas dé tales; Acclores Preferenciales o talies sarios de
Tas hisnias, que Votan ¢omo una clase, fendrin derecho a glegir foe: dirgetdres
adigionales. Pata lo que se provee, de: acuetdo son fag cofidiciohes  de tles
Actionds: Preferenciales. o seneS' (i} cada urio de tales ditdctores adicionales
servird durante fal terrifino .Y fendra tales poderss de. votd; comose hande otorgar
en las provisiores petliventes @ tales Attiones Preferenciafes o series; v (iil).
siempre- que los accionistas e cualquiers: de- tales. Acciories Preferansiales. o
seres de s iiisivas: estén desprowstos de tfales derechos & slegir in niners
especiiics de-dirsétores; vota do caio; elage, de seusrdo: sorn 14§ Eofidiciones: de:
talés Accishes rpraferend‘mes o- series, los férmitios de oficiv da todos: los.
directoras glegidos por fos: a‘dtlomstas da tales Acciones preferenciales o series;,
que votan xomo clase, de. acuercio 6ot las €andiciones o elegidos para llenar
gualquiervacante: resultants. 88 14 Mudrie, renuncla o remocidn de dirsctores asl’
dlegidos por fos aCcioristas de tales Acclones Preferenciales o safies, terminardn
e adelante y el nrimero auforizado de directoras Sera rediicido en congardancia.

SECCION 8.02. Vafacioms'. Las életciofies. de directores en una: reumén
anudl o-aspecial de acciehlstas fecksarla no seran por voltos escritas a meno P
s estatutos de la Cnracréh igarn io: cnntraﬂp,

SECCION 803, E?:mfnac;a'n do eista responsabilidsd pom i
difectdrgs:  {a) Wn diredior de o Gorporacibh no Sarg respon A
Corporaoion o sus secionistis POt datios menetarios. por. Vightt
fiduclario corto directst kst donde Jopermitsa Ley de D fMare:

(b) Cada persona (y sus herederos, jsgl

E pé;soha} quien fus o es una: paite v esta difienézado de o

Ihvolucradu a1y clalguler a6cion, demanda o) prooeso a"':"‘_-' ;
comﬁfetadn, ya 8Ba ivil, Cnrninah admmistrafwro o

AN

ilf_esbgq VB par iazén dei_




© surge de su estado como tal, ya -gea si

" permita fa Ley de: Delaivite, "El 'dia{lgighﬁ:a 1z’ indemfizacién concedide en esti

seacién B.03 tambiéh débe inclulr el derecha & que. la. Corparacién e Pague jos:
gastos:incuridos. en conexion cuna cualquiera de tales hitsbedos por adelantado:
dé s decisién final hasta donds los. autoriza Ia Ley de Delaware. El derecho. 2,
indemnizacién cenferide en esta .‘se:;ﬁg:iﬁh 15.03 s&rd un derecho contractual,

{c) La Corporacién puede, par accidn de-su Junta Directiva, proporsionar
indemhizacién & tales fineionarios, emplaados y agentes da la CorporaclSn hasta
tal’punto y a tal-efecto como lo determine apropiadb la Junts Directiva ¥lo autorice
I2 Ley de Delaware. 5 '

Co .

(d) La Corparacidn tondra -ei‘ poder de romprar ¥ marterier ua seguro 2
nerbre de cualqiler persona’ quien es o fue ditector, funcionatio, emplaads o
agenta-de.|a cotharagion o esta o-estuvo en servicloipar padide.de-la Cofporacitn
<o ditector, funcionario, empleadio o agenls: de' otra, oatporacion, sociedad,
socledad deriesgo compartido, fideicomistrii ytfa-shipresa contra cualquier gasto,
responsabilidad 0 pérdida. incurrida o 18t persona en cualquler capacidad o que
1 Gorporacion Yiene: o ne. el poder: de
indemnizarlo-contta 14l Lesn@nﬁa!ailidi.‘aﬂ bajolaley de Detaware. '

(e} Los derechos y aa,ut;oni'c'lali confefidos gn esta Secclén 6.03 1o setdn
exclusivos de ninglin otro derechs &} sual cualquler ofra persona pueda teher o
adquitir de aqulen-adelanta. E

| |

{fy Ni la alferacion, enmilenda, rechazo o Tescisibn de esta Seecidn 6.03, nf
ta. adopcion de ninguna. condicidn ée:aste. Ceitificada de Incorporacién o de. los
Estatutos de la Corporagién, hi, Eilasta donde lo permite la Lay de: Delsware,
ninguna modificacién de la ley, debe eliminar o reduclt &l efecto-de esta Saiecion,
6.03 respectd a Ainguno de los Actos U ordisiones q;‘J‘é Qcurran aites de tal
alleracifn, enfnienda, rechazo, 'resg!:‘sién, adopctn.a iodificacidn.

-A!RT,!CU Lo7

SECCION 7.01, -Seccion 203 da fa Ley de Defaware. Por la presente |a
Corporacién. elige n9:~$e_rgob:ernad'ai por. la:Seccidn 203 de la Ley.de: Delaware.
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- oporfunidad cofporativa = la Gorporaclén y no

WL

ARTICULO®

'SECCION 8.01. Relacién con Roche: Astticipindose: a que fa- -Corpefacisn:
©6s6 :da-ser un; stibsidiaria completamienie de: propiédad dé Roche Moldi ings, Inc.,
pero: que Roche (como se dafire en [a s&ceién 8:05) permanezea siendo un.
accipnista de la Gorpoiactén, v affticipatidsse a que' 13 Cﬁrporamén {fcomo se
define: en la Secelbh $.05) y Rochs puede entrar en aclividades o liveas ds.
negotivs gemcjantas & stfmlares Y tener un interds en Jas mismas argds. de
oportunidades cofpordtivas, y en reconocimianto  de () los beéneficios & ser
deflvades por la Corporacfén @ fravés de sus relaciones contractuales,
Cotporativas y de negocios oon ‘Roche {incluysnds el $eivicio de funciondrios: y
directores. e Roche cotmo. d:recto?es de 1a Corporacifn) y--{iff. las dificultadas.
contamitantey g cualqute‘r a:hrector quien, desea: y 'se propone  satisfdazer
completamieite 1a18s geberes! fiduciarios del director, &l deferdingr 6f alcince:
corfip1éto detdles deberes. en cualguier situzeion. particutar, la§ cofidiciones de-
este artichics 8:se establecen’pard reguiar, defiric ¥ guiar 14 €6hducta de: cieitas
Ciestiones de laGorporacitn: yé Quepleden involticiar 4 Rochie ¥y sus-funcionarps
Yy dlrectores; v los, pbderas, detdehgs, feberes v responsabilidades ds ia
Corporacidnyy sus: funciondﬂas,.y]rggtores y acclonistas en comexién: cort &ste.

SECCION 8:02. Actividades en Negotivs Similares. Exeepts que Rootie
Holdings, Inc. pueda de-otra forma: acorgarlopotesento,

{a) Roehe no tendra el deber de abstenerse e -entrar dirgctameérite g
indirectamients en actividades de: negocfos o lineas de tiegocios semejEig
'siiifiares a fa% dd la GG[DBFaCIéTI y

b} ni Roche i ﬁihj‘gﬂri’o? de ‘é’ds *ﬁiﬁ‘cfi?ﬁﬁ.éﬁriﬁs o director de lagi#¥ma
responsable = la Corporacidn 5,508 acoiomstas por ina‘rcuanu I
por razén: de aigurma de: tales actswdédes de: Roche: ¢ dagl
personarei 148 misHias. i

En 6l gvento .que Roche adquiera chﬁaairﬁiéntos i
materia potandial que pueda sér unhfopor’tunldad corp fat

cothe: parg I Corpsiasion, Rache noiiendré ol ¥ J:,I:f 2

C‘orpdﬁacnén o sus'acmonfs’tas por wolar hinguﬁ debér" :




o

~~

" que Roctie prosigue o ddquiefe tal oporfuridad corporativa para si misma, dirige

tal .aportunidad corporativa a ofrs ‘plg,rﬁb’hd & éntidad, o no comunica informacién
respecto, u ofrece, tal oportunidad corporativa a.da CornoragiGn.

-SECCION 8.03, Obmm}rfdgéfésj ‘Corporativas, En-el evento que un director,
funcionario o.empleado de Ja Corpotacién guien también es.difector, funcionario o
empleado db Roche adquicra;conptimiento de una transaceion o materia potengial
que Pueda ser una ppoftunidad corporativaipara fa Comoracién y Roche {yase si
esta transaccidn o materia. potencial €4 propuesta POr-un defcera o gs: conceblda
por-fal directar, funcionario o, embleado: de Ja Corporacion o no), tal ditseton
funcionario.o empleady debe iéne; gl derecho aofrecertal opotanidad: comoratva:
d. [a Corporactdn o Rbche: gor;fq ‘tat direclor, furiclonario.s &ripleade los: considere:
aptopiado bajo fas clrounstancas: de sudiscrecin,  tal ditector, funclonario o
éiipleado no -serd zr..e_sponsab;ie d fa: Corporacién. o sus ‘accienistas. por viofar
ningiin.deber fiduciario o debsh de 1;63“3'_@!5 @ fdltar:en: actuar en. {o. no oponetse aj
los ‘mejores infereses de: la Cofhoiacion o fa derivacién, de nihglin' beheficie
petsonal inapropiado por razbn del hecho, que: {i) tal director, funciorario o
empleado ofrecié tal ng;tu;ﬁidad corporativa a Roche {en dugar de a Ia
Corporacion) © no comunics iﬁfdmgclén. respecto.a tal oportunidad corporativa a
la Cqrporacion o. (i) Roche busca b edquiets tal.oportunidad corporativa para si
misma o dirige al oportunidad corporativa a -otra persona ¢ no comanica
informacion respecto a tal opor,tuniﬁad corporativa a‘la Gorporacion.

SECCION 8.04. Consentimiento -estimadn de los accionistss. Se

considerard que. cuaiguier perdona & entidad due compre:o de otro:modo adquiera

glgun interés en cualquiera de tas acciones de capital de la Corporacion ha tenido
noticia o ha estado. de'acUerdo,:Qon—_!gg condiciones de este Articulo 8.

SECCION 805, Definiciones, Pafa propositos .de. este Atticulo 8 y o
Artlciilo:9 solamente; (i)l térmito ’J’Gdfpomdiéﬁ?-’eﬂehg slgnificar la Corporadiéh y:
todas: las corporaciobes, mc‘}e}dad s, sotiedades de riesgo comparlido y ofras.
entidades. en las cusles: 13 Corpotacién posee con beneficio {directa o
indirectariente) cincuehta por clentp o més de las. acciones con voto, poder de.

- wofo o intereses de volosimilares, ¥ {if) eltérmino fRoche?débe significar Roche:

Heldings, Inc -y todas las: corporaciones, sociedades, sociedades. de riesgo-
N r . i - "
compartido, asociagiones y ofras éntidades (diferentes. a la Cerporagiapiadefinida
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© goldmentesporqie st €us votos sescuentan parad tal props ‘o P el

Ley él‘e iaelaWa‘re ¥ oirag: Ieyes a‘f;hsa‘biegt Para prepé . to“s
 Tértingy C‘Orporacfoﬁ“ ¥ "Roche" fienan. fos s:gn ey
Sewéﬂ 8195 - § 4

75

" define: «en fa Reglia 255 ba;o €l Acta de Intercambio de Vialores dar 1934, oo

sewenimeidoy deRachs, Holdzngs e,

SECCION 818, Firra‘ﬁza'cf&r“r‘ Efscto- Obligaits, 8on consideracidn :corr
nada. en este Gerificado de Incerporacion gue. lo eontradiga, Yas wondiciones:
anteripres de- este Aiffsiilo § debetén expirar en la fecha que Roche cese de
poseer oon bigheficios Acsiones Comunes que. representen al riends 5%. del
nliners de dcciches vigentes de las. HAcciones Comunes de 1a. Corporamén ¥ nadie
que sé ditector o funcionariy de Ya Corporacion sea tamibidh dirégtor o-funcionario
dé Roche. N tal Venclm:ento ni la diteracisn, enmignda; cambio o rechazo de
algunaide: las condicionies de es’le AMicilo8 asi como-tampoco ningtina Gondicish
de este Gefificade- ds Iricotporacion  Enmendads: v Vuelts & Redasar
inconsistente-con dlgura de Jas: sgondiciones gy esfe. Articulo B eliminars o reducirs
ol efector dg este Affledly .8 respectc; a, coalquier materid, o, cualgoisy ¢aiisa de
HEEGH, detfranda. o reclamo; que except por este Aty 8, piisda acaecer o
Bargir; antes detal venci‘mtemo, alteraditn, efimiends O:EdEpEIGN.

SEGCION 867,  Anticuia 9. 1as condicones do este Arfeulo son
-adisionales.g !as‘condic:ones deT Arﬂculo 9.

ARTICULG9

SECCIBN 8,01, ’Comm‘?os n6 hufos,  Ningln contrato, ‘acuerds, arreglo O oy
transacdién o sualquisr: enmienda, modificagitin o fhalizadisn de [GSt ““““ ‘
entrd da Corporacisn ¥ Roche seré nula ' antilable solamenis por raspildi
Rothe &5 patte del mismo, ‘o' sclamente: PorguE culquisra de 164 dl " TSN
Hificidharos de la Corpotatisn quienes astan safiliaeos & Roche estan p ‘i"’ @ ‘:"'f
o participan en Ta retinion de Ia Jufita: Dirgétiva o comité de fa misn : 'u ¢ a%n:fé’t’a%
el cotirato, -acusidy, arreglo; transacczbn enmienda, mod:ﬁca Jan 3 ﬁltzé%%a?? (:%

tal chtittato, abuerdo arreglo o’tranﬁacc:én (‘o clalgMer: efinig

p e
* . ,--?«/‘;3& 65\
. g;‘:%“




' SEGCION 4.02." Qudium. Los Directores ‘de. la ‘Corporacion -que son
tambign- directores o funclonafios de. Roche piieden coritarse, al determinar I
presencia de un quorimy en una FEURISN. dé la. Jiijta Directiva o de un comité: que
autoriza: o aprueba -,cu_fa_l_q;‘j_ieré de fa} ctinitrato; acuerdo, amegla o transactin. (6
fcua1quier'e'nr'riiénda, :mddif &é‘éiéh ofi na’lizacibn dél miémo}. Las 'e;c':t‘:l‘bnés .vlgentes
Ia presenga,_dg. un gubmm 5en., Una, .rgumén de-:aecf@nlg«t_,ag«gug gyt_onga Ho) ;apmebe. -
tal contrato, acuerdo, -arn eglo o trarsavelst (& caalquier enmienda, modificacion
finallzacion del mismo).

SECCION 9.03. N m's‘imnsabiﬁded‘por‘acclomas de.buanafs. NI Roche i
ningln funciotiatio. o diregtor de la misma, serd responsable akite ta. Corporacién o
sus actlonistas per violar cuaquera de los deberes fidUclaros o deberes de:
leaitad 0. por fallar er actuar eh (o} nno Opohetsd &) los mejores intereses deila.
Cerporacion o pot derivacién de cualquner beneficio- personat \por razéh del hechio:
que Rotche :0 un funcidhatio o dlreotor de la misma de buena fe tome cualquler
accibn o elerza cuaiqguler qezec}jq _fo de o retenga cualauier sonsenfimiénto en
conexién con cualquier acuerdo o contrato entre Roche.y la: Corporacion, Ningln
voto dado u otra aceién tomada por cualtisief pérsona que es un funcionario,
director o representante de Ro.che,.l donde. el voto o. acsitn es tomado por tal
persona en su capacidad como di}ector- de: esta Corporacion, constituird. uha
accitn de. o: el ejercicio .de'un derecho o.un consentimiento de Roche: para los
propositos de cualquiesa de tal acuerdo o contrato.

SEGCION 9.04. Consenfimiento. éstimado de jos accionistas. Se i
considerard que cualduier petsond.o entidad que compte o de ofro.modo ‘adquiera
alglin Interés en- cualquiéra d¢ das acciones: da, capital dé 1a Corpoasion ha téenido
noficia'o ha estado-de-acuérdocondas condidiones de este Aticalod,

SECCION 9.05, Contratos. ciibiertos. Para: proposifos: de estes Articulo, §;
cualguier coritratto, cuerde, dimeglo o transacaibn: con la Borporacién o cualgulet
corporacién, sociedad, socledad de: rlesgo -conjunta, asociacitn u offa entidad en
la-cual fa-Corporacién, posee: con benef' cio (directa 0. indirectamente) el cincuenta:
por clehto o mds de fas acciones can ‘voto, poderes de voto o interess d.e vote,
similares: vigentes se, Qan_SIde“r,aré un. contfrato, acuerde o transaglidFiede
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’ iS"E'CéF@N’ 906, Efecto’ otifigants: Ni [a aleratitn, shiniends, cambio- o
tachazs 't-ie Hlgunia de fax: condlciones deeste Artfculs o rif: 14 BHopTIEN de a!guna;
cendiciéh inconsistente con: clralguisr coridicisin de este Articulo 9 efiminari o
Feducira: gi efecto g egfa Arﬁcufo 9 respecto a cualguler ‘maferia: qlie-ocina, o
cualqulet causy de acclon, demanda 0 reclamo que; a ne ser por este Artictils 9

pusta dcaecer o sirgir, antes de ial afteracién, enmiefida, cambio, fechazg o
adopeidn,

SECCION 9.07. Arficiio 8. Las condiciones de este- Articulo ¢ son.
adicionales a-las condiciohes del Artlculo 8.

EN TESTIMONIO BE LO' GUAL, este Certifinats .de Incorf:oramen;
Enmandads 'y viislte & Redactar, el cual ha: sido adoptador 48 acterdo  con las.
gecciones: 242 yi245 de Ley Getieral dé Borporacion del Estado de Delaware y-
por censentimiento -sacfifo detel tinfeg 4 accuoﬁlsfa de la Corporacitn de acmerdo
oot 1 seiccitn. 228 de:ley Gener’al ide Corparamé‘n del Estado de Delawais, fa
sldoefecutado este 22.de: Jullo de 1999,

GENENTEEH; INC.
Pot: fsIStephen G. Juelsgaard
Nombre: Stephen G. Juelsyaard
Titulo: Vicepresidente:

Eonsefo Gageraly Senatara;
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{Convention de La Hagw di 5 Octebre: 1961)
. o |
Country: United Statas of: America
This public docliments i
Bas been signed By Harrdef: Smith Windsor
o
acking h the gapacity’ of; Seacratary of Stats of Dalaware

| . . y
baars the seal/stamp. of OUffice .of Secratary of State

N
- Qertified

|
at Dover, Deiswars |

|
the twenty-fourth day of May, A.D. 2005
y of M2

by Secratary of §tate, Delawaré Départment of State

No. 0254031

$a3l/Stamp: 20. Signatuzé.
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I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE .OF

DELAWARE; DO {ERERY CERTTEY THE ATTACEED IS A TRUE AND CORRECT
COoPY OF THE CERTIFTCNTE OF AVENPMENT OF "GENENTECH, NC.™, FIZED
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CERTIFICATE OF AMENDMENT

 OFAMENDED AND RESTALED
CERTIRICATE OF INCORPORATION:
. Lo
Genentéch, Inc. % cofporation Ghgslilzest aid existing undes and by virtue: of dhe Lonera]
{orporation Law of the Siatc of Delawairs, . . .

DOHESHERERY. CERTIFY:

FIRST: Fhat at a.moeting of theBoard of Directtirs sF-Geichtach, lnc. resolitions were duly
ddopted ‘aching firth & :proposed: Amendment of the Amended and. Restated Centificate ‘of
Incorporation: of seid corporation, Weclating waid dinendident 10 bé advissble and «dlling, .
mmeetiig, 6 the stockholders of said corporéitlon for considerafion thereaf’ The resolutionsutting
fority tho proposed aendmeat jsias foliaws:

RESOLVED; that the Amended snd quj,wazae:e‘iﬁﬂca&;uﬁ TniGarpordtion.of this sérporation be
amended by, chithgling. “Section .01{a}* of the Adticle (heteof numbered 4" ¢o that, 55 amended,
sqid Section of wdid Article shall be:dnd réadas follows:

“Section 4.01. Capital Stock. (a} The Corporition is authadzed-to iséue
two classes of stock to be designated; respectively, preferred stock and common
stock. The total nuniber of shaces which the Corporation is authofized ta Fsuc-is
‘seven bhundred million {?00;000,_009)--5]1&&5‘ Dne hundred million.(100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 perishare (“Preferred
Stock™): “Six shundred:tiltica (600;000,000) shares shall be designated common
stock, per value $0.02 per {“Commion.Stock™. The Common Stock of the

Cotpiration shall be all ofonc.eless.”

SECOND: Thilt thereafter, pursitant to 'resiolut’ion ofité Board of Directors, the.regular meeting:
of the stockholders of said corporation was duly-called and hield tpon notice in.accordance with
Section 222 of the Qeneral Corporation Law of tho. State of Deleware ot which meeting the
Doctssary. aumbet:of shares-as requixed by statute were voted in favor 6f the amendment.

THIRD: That:said amendmerit was duly adopied in.accordance with fhe provisions, of Sectioni
24Z'oflthe Geperal Corporativn Law.of the!StateafDeluwire, '
FOURTH: hat the rapital'of said corparation shallinot be reduced-sadet or by-rensan of'ssid

amendaent. ‘

INWITNESS WHEREOE, said ﬁcﬂ?ﬂ:&;nb,(l‘ngg}':}gyg caused this Cerlifioate of Amendment.to be.
Signed by Stephen:G:. Juelsgaard; an Authorized Officer, this15th day of May; 2000,

GENENTECH, INC.

; uelsgad.fg —

Titlei Setiior Vieo President, General Gounsel
and Soorctary

1|
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" TRADUCCION.AL ESPAROL def Gertificado de: Incorporacitin e Genentech, Ihc.
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APUSTILLA.
(Cornvensitn dedia Haya dal 5 de Qctubre de 1981)

Paig: Estados Uniidios de América;
Estedocumento pablice
ha sidofirmado. por Harriet SiittiWindsor

 acfuandoen capatidad 6 Socretaria da Estado de Délaware

leva-el selloftinibre:de lai Oficina dél Secrefario de Estado
‘Certificado

en Dover, Delaware

el veinticuafro de mayo, A. D, 2005

por el Secretario. de Estado, 'Déparitameﬁt_o*de-Eslado-de Delaware
No. 0254034 _

Selloftimbre 10. Firma

HaHigt SHith Windsor {Fima)
‘Secrefaria-de Estado

76
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Y0, HARRIET swm wmasore SECRETARIA DE ESTADO: DEL
ESTADD DE DELAWARE, CERT!FIGO POR LA PRESENTE: QUE Bl ANEROES
UNA EOPIA AUTENTICA ¥ E@RREGTA DEL. CERTIFICADO MUELTO A
REDAGTAR DE “GENENTEGH, mo" PRESENTADO: EN ESTA OFICINA EL
DECIMOQUINT® DlA DE MAYQ - iD 2000, 4 LAS 5 ENPUNTO DE LA TARDE, |
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Harriet Smith Windsor t (Firma)

Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado
AUTENTI AC_IO_N 3900385
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CERTIFICADO DE:ENMIENDA. DEL
CERTIFICGADO-DEANCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genentsch; I¢: tita Sorfporacion vrganizada yexistentesbajoy. porvidud de:la Ley:
Genbral de Corporacion.del Estado-de:Delaware,

CERTIFIGA POR LA PRESENTE:

PRIMER®: Que en fnha -neun:f6ﬁ> de la Jinta, Directiva de Genentech, The: e
adoptaron debidanfiente. resologiories que.establecen una-enmiends propugsta del
certificado de Ihediporacisn cgsr;qgido:y *vﬁe}tbm‘a Redactar de dicka: gorporadion,
deslardado dicha -érmienda ‘como aconsefable’  liatiando & una. feuRlon de
setionistas de dicha corporacidn pard wonsideracin de la tiisma. La resoluson
establece la enmifent propysstandeds sigulenta:manaras
RESUELVE, qus ¢l-Cerlificadt de. Incorporacisn Somegido y vuslio a Redactar de
-gsta Cofporacion s¢ enmiefide camblande “la ‘Seccién: 4.01{a)" del Articulo alf
iirierado "4" tal que, como se enmienda, dicha Seteldn de: dicho Adieiilo se lea
deTa siguiente manera;

SECCION 4.01. Accidries de Capital. {2) la Corporacién esta
réspectivamente; acciones: preferenciales 'y acciones comtings:. EE
filimerodolal desacciones ue: ks Corporacitn esta autsrizada:a et
eside'seledientos: r—rfill'dn%‘s: (700,000,600} 8 accistiss, Cign Hillones
_[300000,000) de dcciones weFdh  deslghEdas’  acciones;
profereniales, por wn Nalor 88 $0:02 por -accisn -(Hceidh:
Profsrencialy. Ssiscisfitos millones {(BOD,000,000) o actiohes
geran: designadas acclones comutigs; por ui valor dé $0.02 por
acein (*Accion Coming :

-

- ageion coiilin de 15 CofPoracion Serd

¢
&

SECUNDG: G it 1o 152 V- de: acuerdo con Ta fsolygdighie su dunta Dirgé v,
T fetiion ordina Nes@adionistas.de-dicha coporatfoe convoct debjfarmsiie
swfoni 222 e 1 Loy enie
Safado de Delaware, endfhde syfitniem necesaro

’

yoseapi }ZS.ET?B finciada de acuerdo con K

s e M R 1 .
7 1062 Seaitog yotaron g
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TERCERO: Que: dicha renmtepﬂ_é se Adopth debldanents de asterdo con o
previsto en la Secclén 242 #e i4 Ley General-de: Corporacisn. ‘det Estado de
Delawara, -

i
CUARTO: Que el capital de dichajcorperacién. ne. sers reducido baje o pot razén
de dicha enprifenda ' |

EN TESTIMONIO DE LO GUAL. dicha Genentech, Inc. ha causado este
Certlficado. de Enmienda para que sea fimmado por Stephen G. Juelsgaard, un

Funeionario-Autonzadqi_-estp 15 de Mayo de, 2000,

GENENTECH, ING.

| Poki (Firnz)

| Momibrer Staphen G. Juelsgaard

- Tihulo: Vicepresidente, Gonsejo,
¥ Secretarfa Generaf.




7. by Seexdthry of Stste, Delawase, Depantment of state
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HE A s * E L ’ .
T g , : " ° _Sfate:of Lalssire
o e SN : wodh . Sdorwtary oF Seate

LN ‘ : . Plvisidn of" Corposaticns
P - » D b7 e A4 /2000
CERTIFICATH ’9‘1?‘mg;]:t;mi:‘ﬁbmﬁymw.:pzaza:gsp- - 2312549 ¥rx -
_ OF AMENDED-AND RESTATHED :
CEKT;IFICATE OF WCORPORATION
Geneaweh, Tuc.. » worporafion m“g'a:ffzccf and existing onder and by virtie-of the Genera)
Corporation Law of the Sty of Delaware,

DOES HEREBY CERTTY:

FIRST: That at n Tedtflig of the Board of Directors of Gettentech, The. 16sdlutiohy were dialy
adtipted setfity fart 4 proposed amendroent 6f th Amted and Réstiicd Certificate of
Incorporation; of safd Borpstation, declinitg 4id amandiem t: be advisable and ¢ailing d
mieotiig of s sveklivldani-of saja eorporition for consideration thersof. This Terdlutiomsetimng
Aorth thiéproposéd dnmendinenisis ‘nesfoliows: ‘ .

' ‘RESOLVED;dint:ifie ! arailon o .
wmended by vhasging “Seclion-4.01(e) ‘oftthe Afitle thereof mignbered 4" 5o tisat, 4¢ singided,

- sl Section of suld Afticle shadi e wdiyeadas follpws; '
, ‘.i[ﬁlq&urﬂ"ﬂ;g@bn}m‘aﬁbﬁ{ﬁ‘hﬁﬁj’qﬁ":";" Hgbie bt e ‘
ds gy bredestel Stk i Sitin Hodk, Thododal nwmbes of chives wilklie-
cgw:;pbﬁ_‘e:azwﬁxzﬁemﬁqﬁ Is Hiree iiffibomone undredmifoict o0 L000) bdres. Qe undied
wittlion ;adq;om;ml-a_gws;f, Kb desighsted peoformod sock; par vale. $0:02 pa ‘whaje (Preferri:
il STWEK"), TIHesDNion.c3 500 TG SE0EE, B valie $0°0% per dhase

seaficd wid Reseged Certticale, 5F Treomarsilon oF Ui vorporutioi e

h 3,000,000; ,vuﬁ;rjmkalife«-&eg_rggﬁi@u”__N_ AL, frr
¢*Common Stoek™-21 somificsthek of U Corpordtiansiiilibe:ll of ate ciass,

s
i,
Py

¥ SECOND:. That thereaftor, pursinf o VSOITELOF 15 Board of Bireclors, fiie feyilar Higetng;

p ofithe stodkhiolders of 5aia Cotparkion: was duly. calied and figld tjon NS I acdotdance with
Section 222 8 ‘the Gienerat Gorporatiair T of fhe. Stite df DélaWite il Which meeting-the
HECEdary nutﬁf)mo{'#hnrcs'fa‘sﬁtegu‘i'i‘dd}by"léfa:iﬁéﬂrcfcivoi_c&f&hﬂhv()r-'ﬁf_ the aebdinent’

THIRD: Tiiat;aabd ameniisienic was duly adopled b secomdamce it (1 idisions oF Sechion
242:6f ”ﬂfoﬂmemi?@omomﬁun.{b;ﬂw*bﬂffﬂfé Stats.6F IR laware, ,

‘EOLRTH: "M die, cupl oF 0 corporfionseal ot s At it o by seasorof sid:
apendiedt, - | -
oo mins s WHEREOT. sl Geacitech, v hns ovnvedihls Thiy Cepifns of fifveridimérl.
{erbesigned by Sieplies O, Joelagtat,an Avthorizod Olfjeer, this { G day'6EAptil, 2004,

-

CENENTECH, 3G,

Name: Stephen:G: Juelsganrg




" TRADUGCGION AL ESPAROQL del CeI.I'rﬁﬁQado de'Enmienda.de Genentech, ing.

!
APOSTILLA
i ! .
(Convencitn de La Haya:del 5 de Qctubre de 1981)
| o

1. Pals: Estados Unidos de:Amirica

) Este'decumento, pablics g

2, ha sidofimado porHaret Sith Windsor ‘

3. sctusndeen capaciiad de; S’e’gﬁ&i&r@ fle Estado da Defaware
4 ‘ﬂlama' ¢l gelloltimbre de la E-GﬁG.Dﬂ‘f@.'e]}Sé'ﬁfﬁfaﬂg- de:Estedo.

-;G..ed'lﬁeaﬂﬁz » .

en Dover, Delaware |
&l velnfisuatro de royo, A. 02008

por el Secretario *deﬂl—:"e'.téadb, Dépattamento do Estado g8 Delaware ‘ '
No. 0264043 L | _
Selloftimbre | 0. Fima

| Hartféti-.gmiﬁ’afwmdsor-g([-"iijm’a}
| Secretarin de Estade

B B N0 o,




0 ELAWA RE“ .
EL PRIMER ESTABO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA e oL AR o

ESTADO DE DELAWARE; ERTIFICO POR L& PRESENTE QUE ELANEXO ES . -

UNA COPIA AUTENTICA Y GORRECTA DEL CERTIFICADO QE o 0
"GENENTECH, INC", PRESENTADO EN ESTA OFIGINA EL PECMOSEXTO DIA
DEABRIL, A. D. 2604, A'LAS 7:39 EN PUNTO BE LA TARDE, |

‘ iF
7 Fatere
&
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R

" RESUBLVE, que el Cerdlficads de

i
QERTIFICADO DETERGERA ENVIENDA DEL
CERTIEICADO DE INGORRGRAGION
CORREGIDO YuuECTE AREDACTAR
i

i

Genentech Ing;, una eorporacion - omamzaday Bxlstents ba}p y por viflidide la Ley;

Gaheral de. Corporacién del Estado ‘de Delaware.

CERTIFICA PORLA gaesaﬂrs: ‘ .

PBIMEROT Que en una, reuhhﬁn da: 4z Juma=mrac’&va de Ganenteoh, dhe, e
:adoptargn debidaments; resojucforges que establecen ung ehmalendg propuesta del

xcartlﬁgadc de. incorporation. erTegTdo ¥ vuetto»a Redaﬂtarm drcha comoractén;

ﬂecfarando dicha eniilenda gamF a;:onse}ab!e ¥ flamando: 2 una ceupion da

'-a,miomstas de dicha: corperaclbn para consltdéracidn de fa misma. L’ resdihcién

.astablece la enmienda. propiasta dofa siguiante-manera;,

I
'tncomoraclért Camegido y Mmigho. a Redactar da
esta corporacién: se. gnthiende camb*iando "la Secclén 401¢a) del Artloulo alli

Rumerado “4"tal que, como se en{mlenda, chcha Seccién deo drcho Arflculo ge lea
de la:siguiente manerta;

|
SECCION 4.04. Accrones’ de Cdpital, (a) Ta Corperacion estd
AautoriZada a:emitir dos clases de acciohes gus deben. designarse,
raspectivantente, accionss 1preferenmales ¥ acciones comunes. E
numers total de acclones Quieifa- Cﬂmaraclén esta autorizada a emitiv
8% de ffes mil clen millenes {3,190, 0089, ,087) da acclahes Gien
frillones (;JOG{J’DO OQpJ ﬁe agklones, seréra designadas aceiones
preferenciales, bor un  valor de ${} 02 por accién {“Accjén
Praferancial’), Tres mil m}i{ones (3,000, 000,009y de acuiones seran
deslgradss accicmes kcomunes@ per vador de $0.02 pér asddn

("Aecisn - Cumﬂn’) Lasntcisi comiindeTa Corporacién seta toda de
Aifid istna clasea, :

SECUNDO: A e porie tanto de :aCueJ:do eon g resoluczbn de s0: Juhta Durectwa,
la reunjon, ordli ‘t




11

'
. T '
v ._;.-"fp;n-_t . § B
Coe g . o
v 'a._,v'_w“ LR TE ’; r
(UL

S
¥ o, b

"FERGERG; Qus -digha: @hfﬁiéﬁdé '$& adopf’. debiidaments ds. acustde o o
previsto en [a Seccibn 542

4¢ fa- Ley General do Corporasiée det Etlade de
Delaware, '

CUARTO: GQus sl capital de dicha cor_p'araéizbn ne sera- reducido bajo o por razén
de dicha eninienda: : : '

EN TESTIMONIO DE 1O Ccuat, dicha Genritech, Ific. ha causado esfe
Certificado de Enriignda para que sea flinado por Stephen G. Juslsgaard, i
Funicioniatio Attorizado, este 16 da Ab de 2004, '
boe
GENENTECH, ING.
fl{ ' _ Por: {Rirma) o
: Nom'bre‘:%ﬁ"fép‘héﬁ 'G’;_\_J_;ugﬁ_l,sgaarc'f_i
: Thwlo: 'vfb“éiirééiémés Consejo: -
V. Seeratata Genoral,




Apogtille
{Comvantfon do: La faye da 5 Gapabra 1961y

Country:, United Staths of Aneries
o

This public dociments N
hag; beén signad by fH?rr—.t&lt Bmith Windsor

A . 5 | -
ROLANY 45, thar CEPCLEY OF Sosretsry of State of Delaware

Baske tha seal/stamp of Ai‘fi’ca of Seerdtary of §tate
[

at Dover, Delaware I

the twenty-fourth day of |Ka’y, A.D. 2005
o

by Sepratary of State, ‘D,é.l;_awjara Department of: State

No. 0254032

Seal/Stamp; 4 | f C _. 10, Sighature;

§®




PEGE §

T, HARRTET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF TdE STATE oF
BELAWARE, B HEREBY CERTIFY THE ATTACHED, IS TRUE AND CORRECT
COPY' OF T CHRTIFICATE OF AMENDMEWT: OF VGENENTEGH, INC.®, F25ih
IN THIS OFFECE of THE TENTH DAY OF MAY, 2.0. 2001, AT 2:05
O GLOCK p.H. :

>
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i JELLAD o200y PR BEpEsaRG oo
T .w-mk_arzgm.—;ggﬁsm :
LS K4 :

o
AP,

. . 'y T [}
S CERTIFICATEOR AMENDMENT -

OFRAMENDED AND RESTATED.
"CERTHQCM’EPF{EI@GHRQR;A?HGI@’
c:‘“ﬂ:"ﬂ""":'ch- 11“: 4 cofporation gqrgafifed and: Fxisting sundse and by Vi of thé Génerst
Corporation Lxv 6fihe Stute-of Duliwnn,

DOES HERERY GERYIFY: : “

FIRST:: That ar 2.meedng of the Boatd of; Direeinits 6 ‘Genenitech, Ine. reselutions wete duly:
“opted seulg forth 4 proposed anéntiments of the. Anended and Restiied Ceaificste of
Inchtpsraficn of sald .corporatfon, -Becliting: 46id uméndiment o0 bk advisablie and calling &

needing of the stockholders of $id-corpbration For consideratian diraot. "The vésoiiiion: Serting
forth the proposéd:smendmentds as follows:) .

i N
RESOLVED, that the- Aménded and. Restard Certificate: of incqrportion of i gorporation B
amended by chahging “Section 4.01(a) " of the Artcle thereof iumbered “4" 50 that, &5 amended,
i Fection of suid:Antivle shall be ':lnd.m,ad"}-gs;féfla'\igs:‘ .

“Section4.01. Capital srqék.f {a) The Corparation ix-authorizad 1o issue

two €lusses:of stock o be designaied, espectively, prefemed: stock and common

- stock. The total number of shures which the Corporation is autiorized 16-isue-is
one. billion three huadred. million :(d‘[;BGOJOOO;OGﬂ}..ﬁhggg; Qne hundred milfion
R (100:000,000) shares shall be désighated preferred. stock, par value  $0.02 pee
share. ("Préferred Stock™). One billion two hundred milion {1,200,000,000)

. sharés shall: be designated common stoek, par valiie $0.02 per share ("Cammon

Swck®). The Common:Soek 6f e, Caitporation shall be all 6f oné clas

SECOND: That thereafter, pursuant to, resalution,of. ity Boatd:of Dircegors. e repular mkting
ui‘ahe.‘stodl&h:s!‘_q&qgo'r:gig carporation Was:dity.cdlled and held upon:notice 1n-secstdance withi
Section 222 of the: Genesal Corpotuiion, Law: of, the State: of Deleivato at ch foecting the

PECEARITY Alimber Gf:shares as required by Staune wete voreaTh-Favir bf the smendmea,

THIRD: ‘Thar suidamendient was.dily adispied lin sccordases with e rovisions of Secfion

242:0f thaGanera] Coiporation Laws of the-Srateiof Deluware,

FOURTH: “Thae thiescapital of'iAig Wirporalion shall not be reducedundar sy wadson of said
améodment, " ] |

P IN:WITNESS WHEREGE, said G ﬂtii,be,i:rf,lme-.. bt caused: this-Certificats of Afendinsnt the

signedby Stephen G. Joelsgaded, 6 Athdrized Otficer, thisy i dxy.of May, .200L.
- . CENENTROH, NG,

i

taTaY

U NOT. ) ¥
gustin Castiflg 7.3
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" TRADUCCION ALESPANOL da Certificad

AT

o de Enmienda de Genenteth, ins:

© @ N e

APOSTILEA
{Convengién ge LaHaya e §.de-Octiibre de 1 9613

Pais: Estados Unidos de Amsrica

Ests deouiiients pilics:

Hia sido fittiado por Haret St Windsor
actlandoen:capacidad deSecretar e Estado:de Delawars
loval efselloftimbre de la Oficiria.del Seeretario de Estade

‘Cértificado

eofi Dover, Délaiwdie

sl:veinticuatro de mayo, A. B, 2005

por-el Secretario de Estade, Deparfamento de E'stado.rdé‘IDélawa_re'
No: 0254032

Sello/timibre : 10,  Firma

Kiariet:Smilth Windeor (Firma)
Seietatiags Estado
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DELAWARE
. EL PRIMERESTADQ
, {

Y. HARRIET SMITH WINDSOR, SEGRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE; CERTIFICBPOR LA PRESENTE QUE/EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICAY Q:QRRE;;TA. DEL CERTIFICADS: DE ENMIENDA DE:
“GENENTECH, INC", PRESENTADO EN ESTA OFIGINA £L DECIMO DIA DE
MAYO, A. D. 2001, A LAS 2:95 EN BUNTO DE LA TARDE,

o,

1

i

H
|
'
1

[
/

Harriet: Smith Windsod(Emma).
Harriet Smith Windsor, Secretaria df & e
. AUTENTICACION/aFoB 38 ﬁg',s,mf

cotei6 lo¥gesente lotowpio que coindds con [
jofotocopMigutenticoda quese ho tenidoala i

 NOTARIOQUARENTA

Bogotd, D.CREolombla




- g

)

o P

* &
By Nl £ o

w b0 3

CERTIFICADO.DE TERCERA ENMIENDA DEL
CERTIFICAD® BE INCORPORACION
GORREGIDO Y VIUELTO & REDACTAR

Eenente’ch ING. URE CORSOTELIBH “Ofganizada yexistente: bajo y porvittud de ia Ley
Gereral de Corporation del Esfado de Delaware.

GERTIFIGA PORILA PRESENTE:

PRIMERO: Que en tha: tevnidn d¢ Iz Junta Direcliva: de: Genenfech; Ins se-
adoptaron debidarristity resolUdones ‘que establecen una enmisnds Proplesta:del

certificads dé: Incsporacis rregide: y vuelio d Redaclar ds dicha Eorporacisn,

detiarandd dicha enmienda .&omio ‘aconsegfable y llamarids & 4iHa- reunidn de-

actipnistas de dicha corporagisn ; ‘para catisideracion; de 1a Ailsma.  La resclucisn
éstablece {aenmilenda propliesty de'(a siguierite ridnera;

RESUELVE, que &l Certificado de Incorperacién:Comegido y vuelfo 4 Redactar de
esta corioracian se.-ehfitiende cambiande “{a' Seccién 4.07(a)" del Artlciilo. allt

AUThéads *4” tal que, €OmMo, se enmienda; dicha Seccibn de dichs: Artlculo se lea
defa siguiente manera:

SECCION %.01. Acc:onbs de Capital, (a) la Corporactén esty

diiterizada 4 ity dos:clases. de agciones que deben’ de5|gnarse L

fespectivamente, accionay: preferenciales v acéiones: 6émUﬁés EY '
Adiriero total desacclones: quE la Corporacion sta: Altorizada- -a emitir *
‘ €5 de mil. frescientos mnllohes {1, 300{)00,»000) de acc‘fones Clenf TR
" mifllones {100,606,500): e adbiones serdin demgnadas acciones
preférancialss, [elorg fun vilor de 5009 por Hegith  (FRecldi:
Pretferaincial™). Mt descientos: millongs {1,200,000,660) de-: accionias
| $eran désignadas accaones comunes por Ui Valor de $0 62 por
mén C‘Acclén Cﬁmun"' ¥ 2

PRI el
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- e MV omug d

TERCERD; Quie dicha, enmiénda fse ndopts debldamente 4g acuerdo bon fo: :
Previsto en: la Seccidn. 242 de la [key Genetal da Corporacitn del Estado: de ]
De!,awqr;e.

o e

! . R )
CUARTO:; ‘Que. el eapital de dicha corporacisn no sera reducido bajo 0 por razén
de dicha enmienda; -

EN. TESTIMONIO DE LO GUAL| dicha: Genentech, he. ha causado este:
Certificado de Enmienda para quelsea firmado, por -Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionario Autorizado, este 10 de Mayo de 2001..

GENENTECH, INC.

a

PO} {Firmaj

Ngmbre:. Stephen:G. duelsgaard

Titulo: Vicepresidente, Gonsejo
y SeeretardaGeriersl,

Lo

&n !n Notarja (uore . ¥
:n;::é lo Prasente fotocopighg
mompm Qitenticady qug s
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. bears the seal/stamp of  U.S. Patent and Trademark Office

Certified

5. at Washington, D.C.

6. the cleventh of August, 2011

7. by  Assistant Authentication Officer, United States Department of State

8. No. 11045396-9

[ ”El—-' |iI-..._{-“ A

9. SealSirip- - - a
Nea Caaaal

!“:’\
9, APOSTILLE
(Convention de La laye du 5 octobre 1961 )
| 1. Country: United States of America
This public document
2. has been signed by M. Tarver . -
2. acling in the capacity of Certifying Officer o e
4




TQ ALY TOWHOMTHESE; ERESENTS) SHAI, COMEB3

UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
United States Patent and Trademark Office

=4 o
gy July 29,2011 e

7\ ¢
' ﬁ THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED IS A TRUE COPY FROM THE |

o

M. Tevrter

M. TARVER
Certifying Officer

iy Oy
e N et

RERTE el

=

,5, RECORDS OF THIS OFFICE OF A DOCUMENT RECORDED ON Jii f
aME  MARCH 12, 2010, e
H ;t-f E- E .
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i By Authority of the i
i Under Secretary of Commerce for Intellectual Property o{34E]
and Director of the United States Patent and Trademark Office ﬁ;é
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|| “‘. PATENT ASSIGNMENT ||

Electronic Version v1.1
Stylesheet Version v1.1

{TSUBM!SSION TYPE: NEW ASSIGNMENT

NATURE OF CONVEYANCE: ASSIGNMENT

CONVEYING PARTY DATA

| Name Execution Date J
IGregory D Plowman 02/08/2010 J
Weilan Ye ||072!08!201 0
|Yan Wu (3/05/2010 |
|Wei-Ching Liang 03/05/2010 | |

RECEIVING PARTY DATA

[Name: _|lsENENTECH, INC. |
Street Address: 1 DNA Way

‘City: South San Francisco
|State/Country: CALIFORNIA |
[Postal Code: 94080-4990 |

—
PROPERTY NUMBERS Total: 1 S
3
-«
Property Type Number o
Application Number: 61163241
L — —
CORRESPONDENCE DATA g
Fax Number: {650)952-9881 E
Comespondence will be sent via US Mail when the fax aflempt is unsuccessiu.
Phone: (650) 225-1489
Email: tarah@gene.com
Comrespondent Name: Craig G. Svobaoda
Address Line 1: Genentech, Inc.
Address Line 2: | DNA Way
Address Line 4: South San Francisco, CALIFORNIA 94080
ATTORNEY DOCKET NUMBER: PR4170-2
NAME OF SUBMITTER: Craig G. Svoboda J
Total Attachments: 2
PATENT

501118182 REEL: 024075 FRAME: 0271
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Atty. Docket. No. PR4170-2

‘..

ASSIGNMENT

WHEREAS, Gregory D. Plowman, a citizen of the U.S ., residing at 1386 Chesnut Street, San
Carlos, California 94070; Weilan Ye, a citizen of the U.S., residing at 119 Barkentine Street, Foster
City, California 94404; Yan Wu, a citizen of the U.S., residing at 1160 Blythe Street, Foster City,
California 94404; and Wei-Ching Liang, a citizen of the Taiwan, residing at 840 Sea Spray Lane,
#112, Foster City, California 94404 (hereinafter "ASSIGNORS™), have invented a new and useful
invention in

NOVEL ANTI-a5p1 ANTIBODIES AND USES THEREOF

for which a provisional application Serial No. 61!163,241 (Docket No. PR4170-2) has been filed by
them on March 25, 2009; and

WHEREAS, GENENTECH, INC., a corporation organized and existing under and by virtue of
the laws of the State of Delaware, having a place of business at | DNA Way, South San Francisco,
California 94080-4990, is desirous of acquiring an interest in and to said invention, and in and to the
Letters Patents to be obtained therefor;

NOW, THEREFORE, be it known by ail whom it may concemn;

That for good and valuable consideration the receipt of which is hereby acknowledged, the said
ASSIGNORS have and do hereby sell, assign, transfer and set over unto the said GENENTECH, INC,,
its successors and assigns, the full and exclusive right, title and interest including ali rights under the
Paris Convention for the Protection of Industrial Property, in and to said invention, and in and to any
and al] Letters Patents to be granted and issued therefor or any continuation, division, renewal, or
substitute thereof, and as to Letters Patents any reissue or re-examination thereof, not only for, to, and
in the United States of America, its territoties and possessions, but for, to and in all other countries;
and it has been and is hereby authorized and requested that the appropriate government agencies issue
said Letters Patents to said GENENTECH, INC., in accordance with this Assignment.

Said ASSIGNORS covenant and agree to cooperate with GENENTECH, INC,, to enable said
GENENTECH, INC. to enjoy to the fullest extent the right, title and interest herein conveyed in the
United States and foreign countries. Such cooperation by said ASSIGNORS includes prompt
production of pertinent facts and documents, giving of testimony, execution of petitions, oaths,
specifications, declarations or other papets, and other assistance all to the extent deemed necessary or
desirable by said GENENTECH, INC., (a) for perfecting the right, title and interest herein conveyed;
(b) for prosecuting any of said applications; (c) for filing and prosecuting applications for reissuance of
any of said patents; (d) for interference or other priority proceedings involving said invention; and (e)
for legal proceedings involving said invention and any applications therefor and any patents granted
thereon, including without limitation opposition proceedings, cancellation proceedings, priority
contests, public use proceedings, infringement actions and court actions; provided, however, that the
expense incurred by said ASSIGNORS in providing such cooperation shall be paid for by said
GENENTECH, INC.

PATENT
REEL: 024075 FRAME: 0273
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Wa The terms and covenants of this assignment shall inure to the benefit of said GENENTECH,
C., its successors, assigns and other legal representatives, and shall be binding upon said
ASSIGNORS, their respective heirs, legal representatives and assigns.

Said ASSIGNORS hereby warrant and represent that they have not entered and will not enter
into any assignment, contract, or understanding in conflict herewith.

IN WITNESS WHEREOF we undersign as follows;

Z/?l/{o

Date
2/ /70
Date
3]s [0
Date ! '
3/ < //0
Date

RECORDED: 03/12/2010

f Lo

Name: Gregery D. Plowman

______ “

- T -
P (‘w’,,_._.__,fé«@,.
/

Name: Weilan Ye

\/ﬁ,/z A

Name: Yar% Wu

Name: Wei-Ching Liang

PATENT
REEL: 024075 FRAME: 0274



TRADUCCION AL ESPANOL DEL DOCUMENTO DE CESION A
GENENTECH, INC firmado por los cedentes y €l cesionario.

APOSTILLA
(Convencion de la Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América

Este documento publico

2. ha sido firmado por M. TARVER

3. actuando en capacidad de FUNCIONARIO QUE CERTIFICA

4. lleva el sello/timbre de la QFICINA DE MARCAS Y PATENTES DE
LOS ESTADOS UNIDOS

Certificado

5. en Washington, D.C.

6. el once de agosto de 2011

7. por el Funcionarioc de Autenticacion Asistente, Departamento de
Estado de los Estados Unidos.

8. No. 11045396-9

9. Selloftimbre

10.Firma

(Firma)
Patrick O. Hatchett

[Sello]



LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A TODO AQUEL QUE PUEDA LLEGAR LA PRESENTE:

DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE ESTADOS UNIDOS
Oficina de Marcas y Patentes de los Estados Unidos

13 de abril de 2011

LA PRESENTE CERTIFICA QUE EL ANEXO ES UNA COPIA VERDADERA
TOMADA DE LOS ARCHIVOS DE ESTA CFICINA DE UN DOCUMENTO
ARCHIVADO EL 12 DE MARZO DE 2010.

Por la autoridad del
Subsecretario de Comercio para la Propiedad Intelectual
y Director de la Oficina de Marcas y Patentes de los Estados Unidos

(Firma)

M. TARVER

Funcionario que certifica

Hay un sello que dice:
Oficina de Marcas y Patentes de Estados Unidos
Departamento de Comercio

4



CESION DE PATENTE

Version electrénica v1.1
Versidn de la hoja v1.1

TIPO DE PRESENTACION:

CESION NUEVA

NATURALEZA DEL ACUERDO:

CESION

DATOS DE LA PARTE CEDENTE

Nombre Fecha de ejecucién
Gregory D. Plowman 02/08/2010
Weilan Ye 02/08/2010
Yan Wu 03/05/2010
Wei-Ching Liang 03/05/2010

DATOS DE LA PARTE QUE RECIBE

Nombre: Genentech, Inc.
Direccion: 1 DNA Way

Ciudad: South San Francisco
Estado/Pais: CALIFORNIA
Codigo Postal: 94080-4990

NUMERO DE PROPIEDADES Total: 1

Tipo de Propiedad Numero

NUmero de solicitud: 651163241

DATOS DE CORRESPONDENCIA

Numerc de Fax: {650) 952 9881

La correspondencia serd enviada por Correo de Estados Unidos cuando los intentos de hacerio

por fax no sean exitosos.

Teléfono:
Correo electronico:

650 225 1489
tarah@gene.com
Craig G. Svoboda
Genentech, Inc.

1 DNA Way

Nombre del destinataric:
Direccion Linea 1;
Direccion Linea 2:
Direccion Linea 4;

South San Francisco, CALIFORNIA 94080

NUMERO DE EXPEDIENTE DE ABQGADO:

PR4170-2

NOMBRE DEL REMITENTE:

Craig G. Svoboda

Total anexos: 2
501118182
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Anexos totales: 5

Fuente=PR4170-2 Assignment¥page1.tif
Fuente=PR4170-2 Assignment#page2 tif
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Expediente de Abogado No. PR4170-2

CESION

CONSIDERANDO QUE, Gregory D. Plowman, un ciudadano de los E.UA., residente en
1386 Chesnut Strret, San Carlos, California 94070; Weilan Ye, un ciudadano de los E.U.A., residente
en 119 Barkenting Street, Foster City, Califomia 944404, Yan Wu, un ciudadano de los EUA,,
residente en 1160 Blythe Street, Foster City, California 94404; y Wei-Ching Liang, un ciudadano de
Taiwan, residente en 840 Sea Spray Lane, #112, Foster City, California 94404 (en adelante
denominados como “CEDENTES"), han inventado una invencion nueva y util

NUEVOS ANTICUERPOS Anti-a581 Y SUS USOS

para la cual se presenté una solicitud provisional con Serial No. 61/163,241 (Expediente No. PR4170-
2) el 25 de marzo de 2009; y

CONSIDERANDO QUE, GENENTECH, INC., una corporacién organizada y existente bajo y
por virtud de las leyes del Estado de Delaware, que tiene oficinas en 1 DNA Way, South San
Francisco, California 94080-4990, esta deseosa de adquirir un interés en y para dicha invencion, y en y
para las patentes que se obtendran de la misma;

AHORA, POR LO TANTO, téngase por sabido por todo aquel que le conciema:

Que por una consideracion buena y valiosa el recibo de la cual se reconoce por la presente,
dichos CEDENTES han y por la presente venden, ceden, transfieren y traspasan a dicha
GENENTECH, INC. sus sucesores y cesionarios, €! derecho, titulo e interés completo y exclusivo
incluyendo todos los derechos bajo la Convencion de Paris para la Proteccién de la Propiedad
Industrial, en y para dicha invencion, y en y para cualquiera y todas las patentes que se concedan y
emitan para la misma o cualquier continuacion, division, renovacion, o sustitucion de la misma, y en
cuanto a patentes cualquier reemision o reexaminacion de las mismas, no solo para, por y en los
Estados Unidos de América, sus territorios y posesiones, sin para, por y en todos los ofros paises; y
se ha y por la presente se autoriza y solicita que las agencias gubermnamentales respectivas emitan
dichas patentes a GENENTECH, INC. de acuerdo con esta cesion.

Dichos CEDENTES garantizan y acuerdan cooperar con GENENTECH, INC., para posibilitar
a dicha GENENTECH, INC., el disfrute hasta su maxima extension de! derecho, titulo e interés aqui
cedido en Estados Unidos y los paises extranjeros. Tal cooperacién por dichos CEDENTES incluye la
pronta produccion de hechos y documentos pertinentes, dando festimonio, ejecutando peticiones,
juramentos, especificaciones, declaraciones u otros documentos, y otra ayuda todas hasta el punto
considerado necesario o deseable por dichas GENENTECH, INC. (a) para perfeccionar el derecho,
titulo e interés aqui cedido; (b) para procesar cualquiera de dichas solicitudes; (¢} para presentar y
procesar solicitudes de reemision de cualquiera de dichas patentes; (d) para procesos de interferencia
u ofros procesos de prioridad que involucran dicha invencion; y {e) para procedimientos legales que
involucran dicha invencidn y cualquier solicitud de la misma y cualquier patente concedida sobre la
misma, incluyendo sin limitacion procedimientos de oposicion, procedimientos de cancelacion, disputas
de prioridad, procesos de uso publico, acciones de violacion y acciones de Ia corte; con la condicion
que los gastos incurridos por dichos CEDENTES al proporcionar dicha cooperacion deban ser
pagados por GENENTECH, INC.,
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Los términos y garantias de esta cesién deben actuar en beneficio de dicha GENENTECH, INC. sus
sucesores, cesionarios y otros representantes legales, y deberd ser obligante sobre dichos
CEDENTES, sus respectivos herederos, representantes legales y cesionarios.

Dichos CEDENTES por la presente garantizan y manifiestan que no han entrado y no entrara
en ninguna cesion, contrato o entendimiento en conflicto con la presente.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL se suscriben como sigue:

02/08/10
Fecha

02/08/10
Fecha

30/05/10
Fecha

03/05/10
Fecha

ARCHIVADO: 03/12/2010

{fira)

Nombre: GREGORY D. PLOWMAN

{firma)

Nombre; WEILAN YE

{firma)

Nombre: YAN WU

(fima)

Nombre: WEI-CHING LIANG
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SUPERINTENDENGIA DE INDUSTRIA ¥ COMERCIO

,'l,} % ;:w
Industria y"Comercio LTI

EUPERTN TENGENE A 2591- -00000-0000

Fecha: 2011 09-01 16 04:49  Dap. 2020 DIR.NUCVASCR

PATENTE DE INVENCION [ | MODEL(  [/® 11 PATENTEIVN Eve: 378 FASENACIONAL

Act. 411 PRESENTACION Folios: 196

HRENN

Indicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacién de! solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcidn de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes )

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa D Incompleta [:I

PATENTE DE INVENCION PCT MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

L

tal

e
b

Indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente {capitulo descriptivo,
refvindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa @_ incompleta D

DISENOINDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decision 486/00)

[
[]

]
[]

Indicacién que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacidn del soficitante o de la persona que presehta la solicitud

Representacion grafica y fotografica def Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa EI Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO {_] (Art. 92 Decision 486/00)

HRNREIE

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta [a soficitud
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

P102-FOB (2009-11-18)




