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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 ta 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 0 a su causante. Fotocopia autenticada.
Traduccién de ia 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 mternacnonal efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

De ser el caso, certificado de depodsito del material bioldgico.
Arte final 12x12.
De ser el caso, informacién sobre otras 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
$ 783.000 (297$27.000).
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{57) Resumen: La invencidn presenta anticuerpos de
FGFR3 y composiciones que los comprenden vy
méetodos para usar estos anticuerpos.
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ANTICUERPOS ANTI-FGFR3 Y METOSOS QUE LOS UTILIZAN

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud de patentes de los Estados
Unidos Numero 61/163.222, presentada el 25 de marzo de 2009, el contenido de la
cual se incorpora a la presente como referencia.

CAMPO DE LA iNVENCION

La presente invencion se relaciona, en general, con el campo de la biologla
molecular. Mas especificamente, la invencion se refiere a anticuerpos anti—
FGFR3, y a los usos de estos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los factores de crecimiento de fiibroblastos (FGFs) y sus receptores
(FGFRs) desempenan roles cruciales durante el desarrollo embrionario, la
homeostasis de los tejidos y el metabolismo (1-3). En los humanos, hay 22 FGFs
(FGF1-14, FGF16-23) y cuatro receptores FGF con dominio de tirosina quinasa
(FGFR1-4). Los FGFRs consisten en una regién extracelular de unién al ligando,
con dos o tres dominios de tipo inmunoglobulina (IgD1-3), una uUnica regién
transmembrana de una sola via y un dominio citoplasmico dividido de tirosina
quinasa. Cada uno de FGFR1, 2 y 3 consta de dos isoformas de empalme
alternativo, designadas lilb y llic. Estas isoformas difieren en aproximadamente 50
aminodacidos en la segunda mitad del 1gD3, y tienen distribucién diferenciada en
los tejidos y especificidad de ligandos. En general, la isoforma Illb se encuentra en
-las células epiteliales, en tanto que la llic se expresa en las células
mesenquimales. Al unirse a FGF en concierto con los proteoglicanos de heparan
sulfato, los FGFRs se dimerizan y se fosforilan en residuos especificos de tirosina.
Esto facilita el reclutamiento de proteinas adaptadoras criticas, tales como el
sustrato de FGFR 2 a (FRS2a), que lieva a la activacion de muitiples cascadas de
sefializacion, incluyendo la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) y
vias de PI3K-AKT (1, 3, 4). En consecuencia, los FGFs y sus receptores afines
regulan una amplia gama de procesos celuiares, incluyendo la proliferacion,
diferenciacion, migracion y supervivencia, de manera dependiente del contexto.

Los FGFRs activados de manera aberrante han estado implicados en
malignidades humanas especificas (1, 5). En particular, la traslocacion
cromosémica t(4;14) (p16.3,q32) se produce en aproximadamente 15-20% de los

pacientes con mieloma multiple, llevando a la sobreexpresion del FGFR3 y se



correlaciona con una sobrevida total mas corta (6—-9). El FGFR3 esta implicado
asimismo en el otorgamiento de quimiorresistencia a las lineas de células de
mieloma en cultivo (10), consistente con la pobre respuesta clinica de los
pacientes con t(4;14)+ a la quimioterapia convencional (8). La sobreexpresion del
FGFR3 activado por mutacion es suficiente para inducir la transformacion en
células hematopoyéticas y fibroblastos {11-14, 15), modelos de ratones
transgénicos (16), y modelos murinos de transplante de médula ésea (16, 17). En
consecuencia, se ha propuesto el FGFR3 como blanco terapéutico potencial en el
mieloma multiple. Por cierto, varios inhibidores de pequefias moléculas que se
dirigen a los FGFRs, aunque no son selectivos para FGFR3 y tienen actividad de
inhibicién cruzada con ciertas quinasas mas, han demostrado citotoxicidad contra
las celulas de mieloma FGFR3-positivas en cultivo y en modelos de raton (18-22).

También se ha documentado la sobreexpresion de FGFR3 en una elevada
fraccion de canceres de vejiga (23, 24). Mas aun, se han identificado mutaciones
activadoras somaticas en FGFR3 en 60-70% de los carcinomas papilares y 16—
20% de los carcinomas musculo invasivos de vejiga (24, 25). En experimentos de
cultivo celular, el ARN de interferencia (11, 26) o un fragmento de anticuerpo Fv de
cadena simple de FGFR3 inhibid la proliferacion de células de cancer de vejiga
(27). Un estudio reciente demostré que un conjugado anticuerpo FGFR3-toxina
atenla el desarrollo de xenoinjerto de una linea celular de cancer de vejiga
mediante la administracion de toxinas mediadas por FGFR3 a los tumores (28).
Sin embargo, aln no se ha dilucidado si la sefializacion de FGFR3 es, en efecto,
un propulsor oncogénico del crecimiento in vivo de tumores de vejiga. Mas aun, no
se ha definido el potencial terapéutico de tomar como blanco el FGFR3 en el
cancer vesical basandose en modelos in vivo. Las publicaciones atinentes al
FGFR3 y a anticuerpos anti-FGFR3 incluyen la Publicacion de patente de los
Estados Unidos No. 2005/0147612; Rauchenberger et al, J Biol Chem 278
(40):38194-38205 (2003); W0O2006/048877; Martinez—Torrecuadrada et al, (2008)
Mol Cancer Ther 7(4). 862-873; W02007/144893; Trudel et al. (2006) 107(10):
4039-4046, Martinez—Torrecuadrada et al (2005) Clin Cancer Res 11 (17): 6280-
6290, Gomez—-Roman et al (2005) Clin Cancer Res 11:459-465; Direnzo, R et al
(2007) Proceedings of AACR Annual Meeting, Extractc No. 2080;
W02010/002862.

Esta claro que subsiste la necesidad de agentes con atributos clinicos que
sean optimos para e! desarrollo de agentes terapéuticos. La invencion descripta en
la presente satisface esta necesidad y ofrece otros beneficios.
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Todas las referencias aqui citadas, incluyendo solicitudes y publicaciones
de patentes, se incorporan a la presente como referencia en su totalidad.

SINTESIS DE LA INVENCION

La invencién se basa, en parte, en la identificaciébn de una variedad de
agentes que se unen al FGFR3 (tales como anticuerpos y fragmentos de los
mismos). EI FGFR3 presenta un importante y ventajoso blanco terapéutico vy la
invencion presenta composiciones y métodos basados en la unién de los agentes
al FGFR3. Los agentes de unién a FGFR3 de la invencidn, descriptos en este
documento, constituyen importantes agentes terapéuticos y de diagnéstico para
usar en la aplicacion a condiciones patolégicas asociadas con la expresién y/o
actividad de las vias de sefalizacion de FGFR3. En consecuencia, la invencion
presenta métodos, composiciones, kits y articulos de fabricacion relacionados con
la union a FGFR3.

En algunas realizaciones, la presente invencién da a conocer anticuerpos
que se unen a FGFR3. En un aspecto, la invencidn presenta un anticuerpo
aislado que se une a un FGFR3. En algunas realizaciones, el anticuerpo se une a
la isoforma lllb de FGFR3 y/o a la isoforma llic de FGFR3. En algunas
realizaciones, el anticuerpo se une a un FGFR3 mutado (por ej., una o mas de las
lllb de FGFR3 R248C, S249C, G372C, Y375C, K652E, y/o una 0 mas de las llic
de FGFR3 R248C, S249C, G370C, Y373C, K650E). En algunas realizaciones, el
anticuerpo se une un FGFR3 monomérico (por ej., las isoformas llib y/o llic
monoméricas de FGFR3). En algunas realizaciones, el anticuerpo promueve la
formacion de FGFR3 monomérico, por ejemplo mediante la estabilizacion de la
forma monomeérica de FGFR3 con respecto a la forma dimérica de FGFR3.

En un aspecto, la invencién presenta un anticuerpo anti-FGFR3 aislado,
donde una forma de IgG de longitud total del anticuerpo se une al FGFR3 humano
con una Kd de 1 x 107" o mas fuerte. Como ha quedado bien establecido en [a
técnica, la afinidad de unién de un ligando a su receptor se puede determinar
empleando cualquiera de una variedad de ensayos y se la expresa en términos de
una variedad de valores cuantitativos. En consecuencia, en una realizacion, la
afinidad de unién se expresa en términos de valores Kd y refleja la afinidad de
unién intrinseca (por ej., con efectos de avidez minimizados). En general y
preferentemente, se mide la afinidad de unién in vitro, ya sea en un entorno sin
células o asociado a las células. Se puede utilizar cualquiera de un numero de
ensayos conocidos en la técnica, incluyendo los descriptos en la presente, para

obtener mediciones de la afinidad de union, incluyendo, por ejemplo, Biacore,



radioinmunoensayo (RIA) y ELISA. En algunas realizaciones, la forma de 1gG de
longitud total de! anticuerpo se une al FGFR3 humano con una Kd de 1 x 10°% o
mas fuerte, con una Kd of 1 x 107° o mayor, o con a Kd of 1 x 107"° 0 mayor.

En general, los anticuerpos anti-FGFR3 de la presente invencion son
anticuerpos antagonistas. Por consiguiente, en un aspecto, los anticuerpos anti—
FGFR3 inhiben la actividad de FGFR3 (por €j., la actividad de FGFR3-Illb y/o
FGFR3-llIc). En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FGFR3 (por lo general
en forma bivalente) no posee una funcidn agonista de FGFR3 sustancial. En
algunas realizaciones, el anticuerpo antagonista anti-FGFR3 (por lo general en
forma bivalente) posee poca o ninguna funcion agonista de FGFR3. En una
realizacion, un anticuerpo de la invencién (generaimente en forma bivalente) no
exhibe un nivel de actividad agonista de FGFR3 superior a un nivel de fondo que
sea de importancia estadistica.

En un aspecto, la unidn del anticuerpo a un FGFR3 puede inhibir la
dimerizacion del receptor con otra unidad del receptor, por lo cual se inhibe la
activacion de! receptor (debido, por lo menos en parte, a una falta de dimerizacién
del receptor). La inhibicion puede ser directa o indirecta.

En un aspecto, la invencion presenta anticuerpos anti-FGFR3 que no
poseen actividad apoptética de consideracion (por ej., no induce la apoptosis de
una célula, por €j., una célula de carcinoma de células de transicion o una célula
de mieloma mltiple, como por ejemplo una célula de mieloma multiple que
comprende una traslocacién del FGFR3 tal como una traslocacion t(4;14)
translocation). En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FGFR3 posee poca o
ninguna funcién apoptotica. En alguna realizacién, los anticuerpos de FGFR3 no
exhiben ninguna funcidn apoptética que supere un nivel de fondo que sea de
importancia estadistica.

En un aspecto, la invencion presenta anticuerpos anti-FGFR3 que no
inducen sustancial regulacién a menos de! FGFR3. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-FGFR3 induce poca o ninguna regulacion a menos. En alguna
realizacion, los anticuerpos de FGFR3 no inducen regulacién a menos del receptor
que esté por encima de un nivel de fondo que sea de importancia estadistica.

En un aspecto, la invencién presenta anticuerpos anti-FGFR3 que poseen
funcion efectora. En una realizacion, la funcién efectora comprende citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC). En una realizacion, el anticuerpo
anti-FGFR3 (en algunas realizaciones un anticuerpo anti~FGFR3 desnudo) tiene

la capacidad de matar una célula, en algunas realizaciones, células de mieloma
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multiple (por ej., células de mieloma multiple que comprenden una traslocacion,
por gj., una traslocacién t(4;14)). En algunas realizaciones, el anticuerpo anti—
FGFR3 tiene la capacidad de matar una célula que expresa aproximadamente
10.000 moléculas de FGFR3 por célula o mas (como por ejemplo
aproximadamente 11.000, aproximadamente 12.000, aproximadamente 13.000,
aproximadamente 14.000, aproximadamente 15.000, aproximadamente 16.000,
aproximadamente 17.000, aproximadamente 18.000 o mas moiéculas de FGFR3
por celula). En otras realizaciones, la célula expresa aproximadamente 2000,
aproximadamente 3000, aproximadamente 4000, aproximadamente 5000,
aproximadamente 6000, aproximadamente 7000, aproximadamente 8000, 0 mas
moléculas de FGFR3 por celula.

En un aspecto, el anticuerpo anti-FGFR3 de la invencién inhibe la actividad
constitutiva de FGFR3. En algunas realizaciones, la actividad constitutiva de
FGFR3 es una actividad constitutiva de FGFR3 dependiente del ligando. En
algunas realizaciones, actividad constitutiva de FGFR3 es una actividad
constitutiva de FGFR3 independiente de ligandos.

En un aspecto, el anticuerpo anti-FGFR3 inhibe el FGFR3 que comprende
una mutacién correspondiente a FGFR3-IIIb™?“6C.  En el presente contexto, se
entiende que el término “que comprende una mutacion correspondiente a FGFR3—
NIbR24EC abarca FGFR3-1IIbR2*C y FGFR3-I11cR*C, como asi también otras
formas del FGFR3 que comprenden una mutacidon de R a C en una posicién
correspondiente a FGFR3-IlIb R248. Una persona con capacitacion normal en la
técnica sabe cdémo alinear secuencias de FGFR3 para identificar los residuos
correspondientes entre las respectivas secuencias de FGFR3, por ej., alinear una
secuencia de FGFR3- lllc con una secuencia de FGFR3- lilb para identificar la
posicion en FGFR3 correspondiente a la posicion R248 de FGFR3-lIIb. En
algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FGFR3 inhibe el FGFR3-1IIb*C y/o
FGFR3-HIcR#4C,

En un aspecto, los anticuerpos anti-FGFR3 inhiben el FGFR3 que
comprende una mutacion correspondiente a FGFR3-I1b"%%%€ Por conveniencia,
se entiende el término “que comprende una mutacién correspondiente a FGFR3—-
ltlb X852&" abarca FGFR3-lIb "% y FGFR3-lllc **® como asi también otras
formas de FGFR3 que comprenden una mutaciéon de K a E en una posicién
correspondiente a FGFR3-llIb K652. Una persona con capacitacion normal en la
técnica sabe como alinear secuencias de FGFR3 para identificar los residuos

correspondientes entre las respectivas secuencias de FGFR3, por €j., alinear una
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secuencia de FGFR3- lllc con una secuencia de FGFR3~ IlIb a fin de identificar la
posicion en FGFR3 comrespondiente a la posicién K652 de FGFR3-lllb. En
algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FGFR3 inhibe FGFR3-lilb K%5%€ yio
FGFR3—II1c K®%%,

En un aspecto, los anticuerpos anti-FGFR3 inhiben el FGFR3 que

bS?*°C  Por razones de

comprende una mutacion correspondiente a FGFR3-II
conveniencia, se entiende que el término “que comprenden una mutacion
correspondiente a FGFR3—I1Ib5%*%¢ " abarca a FGFR3-lilb 52*°C y FGFR3-llic
$24%C como asi también otras formas de FGFR3 que comprenden una mutacion de
S a C en una posicién correspondiente a FGFR3-lllb S249. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-FGFR3 inhibe FGFR3-1lIb5**¢ y/o FGFR3-lllc
82490.

En un aspecto, los anticuerpos anti-FGFR3 inhiben FGFR3 que compfende
una mutacion correspondiente a FGFR3-1IIb®*%°. Por razones de conveniencia,
se entiende que el término “que comprende una mutacion correspondiente a
FGFR3—IIIb%¥%C * abarca FGFR3-llb ®*72¢ y FGFR3-Ilic ®7°C, como asi también
ofras formas de FGFR3 que comprenden una mutacién de G a C en una posicion
correspondiente a FGFR3-lllb G372. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti—
FGFR3 inhibe FGFR3-11b%2C yfo FGFR3-lIc ®*7%,

En un aspecto, los anticuerpos anti-FGFR3 inhiben FGFR3 que
comprenden una mutacién correspondiente a FGFR3—-IIbY*"*®.  Por razones de
conveniencia, se entiende que el término “‘que comprende una mutacion
correspondiente a FGFR3—IIb™°¢ " abarca FGFR3-IIb"*¢ and FGFR3-
IcY373¢, como asi también otras formas de FGFR3 que comprenden una mutacion
de S a C en una posicidn correspondiente a FGFR3-llb $249. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-FGFR3 inhibe FGFR3-1llb"¥%¢ y/o FGFR3-
1cY373C

En un aspecto, los anticuerpos anti-FGFR3 inhiben (a) FGFR3-IIIb"®%% y
(b) uno o mas de FGFR3-IlIb"?*%¢ FGFR3-IIIb"*"*¢, FGFR3 —lI1b%2*C y FGFR3IIIb
G372C.

En un aspecto, los anticuerpos anti-FGFR3 inhiben (a) FGFR3—IIIcK3%F y
(b) uno o mas de FGFR3-IIICR**C FGFR3-IIc™C, FGFR3 -IlIcS#C y
FGFR3lllc ®37%¢,

En un aspecto, los anticuerpos anti-FGFR3 inhiben (a) FGFR3—(IbR246C ¥ ®)

uno o mas de FGFR3-IIIb*®%, FGFR3-IIbY*C, FGFR3-11Ib5%C y FGFR3-
”IbG3720.
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En un aspecto, los anticuerpos anti—-FGFR3 inhiben (a) FGFR3—HIcR?48C y ®)
uno o mas de FGFR3-NI*®%, FGFR3-IIc™®, FGFR3-IIIc5%*¢ y FGFR3-
|||CG370C. ‘ ‘

En un aspecto, los anticuerpos anti-FGFR3 inhiben (a) FGFR3-[I15E%7%CY ®)
uno o mas de FGFR3-IIIbX%% FGFR3-IlIb™"¢ FGFR3-IIIbS*C y FGFR3-
|||bR24BC.

En un aspecto, los anticuerpos anti-FGFR3 inhiben (a) FGFR3-I11cS¥7%¢ Y ®
uno o mas de FGFR3-UIc"® FGFR3-IlIc™*"*¢ FGFR3-!Ic3*C y FGFR3~
|||CR248C.

En un aspecto, los anticuerpos anti-FGFR3 inhiben FGFR3-[bR%4C,
FGFR3-11Ib"%% FGFR3-1lIb"*"*¢, FGFR3~Iilb 524°C y FGFR3-lIb ®%72C

En un aspecto, los anticuerpos anti-FGFR3 inhiben FGFR3-II1cR?45¢
FGFR3-111c" %% FGFR3-1lIc"*¢, FGFR3-llc 5%*°C y FGFR3—llIc 37,

En un aspecto, la invencién presenta un anticuerpo anti-FGFR3 aislado
que comprende:

(a) por lo menos una, dos, tres, cuatro, 0 cinco secuencias de regién
hipervariable (HVR) seleccionadas entre:

(1) HVR-L1 que comprende la secuencia A1-A11, en la cual A1-A11 es
RASQDVDTSLA (SEC ID NO: 87),

(i  HVR-L2 que comprende la secuencia B1-B7, en la cual B1-B7 es
SASFLYS (SEC ID NO: 88),

(i) HVR-L3 que comprende la secuencia C1-C9, en la cual C1-C9 es
QQSTGHPQT (SEC ID NO: 89),

(iv) HVR-H1 que comprende ia secuencia D1-D10, en la cua! D1-D10
es GFTFTSTGIS (SEC ID NQ: 84),

(v} HVR-H2 que comprende la secuencia E1-E18, en la cual E1-E18 es
GRIYPTSGSTNYADSVKG (SEC ID NO: 85), y

(vi) HVR-H3 que comprende la secuencia F1-F20, en la cual F1-F20 es
ARTYGIYDLYVDYTEYVMDY (SEC ID NO: 86); y

(b) por lo menos una HVR variante, donde la secuencia de HVR variante
comprende [a modificacidon de por lo menos un residuo (por lo menos dos
residuos, por lo menos fres 0 mas residuos) de la secuencia ilustrada en SEC ID
NOS: 1-18, 48-131 y 140-145. La modificacion es convenientemente una
sustitucion, insercion o delecién.

En algunas realizaciones, una variante HVR-L1 comprende 1-6 (1, 2, 3, 4,

5, 0 6) sustituciones en cualquier combinacion de las siguientes posiciones:; A5 (V



0D),AB(Vol), A7(D,E0S),A8(Tol), A9 (Ao S)yA10 (Vo L). En algunas
realizaciones, una variante HVR-L2 comprende 1-2 (1 o 2) sustituciones en
cuaiquier combinacion de las siguientes posiciones: B1 (S0 G),B4A (FoSo T)y
B6 (A o Y). En aigunas realizaciones, una variante HVR-L3 comprende 1-6 (1, 2,
3, 4, 5, o 6) sustituciones en cualquier combinacion de las siguientes posiciones:
C3(GoSoT),C4(ToY0A),C5(GoSoToA),C6(AoHoDoToN), C7(Q
oPoS)yC8(SoYoLoPoQ). En alguna realizacién, una variante HVR- H1
comprende 1-3 (1, 2, o 3) sustituciones en cualquier combinacién de las
siguientes posiciones: D3 (So T),D5(WoYoSoT),D6(SoGoT). Enalguna
realizacién, una variante HVR— H2 comprende 1-6 (1, 2, 3, 4, 5, 0 6) sustituciones
en cualquier combinacion de las siguientes posiciones: E2 (R0 S), E6 (Yo AolL
0S50T),E7(AoQoDoGoYoSoNoF),E8(AoD0G),E9(ToS), E10(Ko
FoToS),E11(YoHoNoOI).

En un aspecto, la invencion presenta un anticuerpo anti-FGFR3 aislado
que comprende:

(@) por lo menos una, dos, tres, cuatro, 0 cinco secuencias de region
hipervariable (HVR) seleccionadas entre:

(i) HVR-L1 que comprende la secuencia RASQX;X2XaXsXs XeA, en la
cual XsesVoD, X;esVol, XsesD, EoS, XsesTol, XsesAoSyXeesVol
(SEC ID NO:; 1486),

(i  HVR-L2 que comprende la secuencia X;ASFLX,S en la cual X; es S
o0GyXaesAoY (SEC ID NO: 147),

(i)  HVR-L3 que comprende la secuencia QQX X2X3X4XsXsT, en la cual
X1esG,SoT, X,esT,YOA X3esG, S, T,0A XsesA H D, T,oN, XsesQ, P
05 Xs€8S,Y,L,PoQ (SEC ID NO: 148},

(iv) HVR-H1 que comprende la secuencia GFX;FX,XsTGIS, en la cual X;
esSoT, X;esW,Y,S50T,X;es S, G, 0T (SEC ID NO: 149),

(v) HVR-H2 que comprende la secuencia
GRIYPX1X2X3XsXsXe YADSVKG, en lacual X;es Y, A, L, S, 0T, X2 es A, Q, D, G,
Y,S, NoF, XsesA D, 0G, XsesTo S, XsesK, F, T, 08, XsesY,H Nol
(SEC ID NO: 150), y
(vi)y HVR-H3 que comprende la secuencia ARTYGIYDLYVDYTEYVMDY (SEC
ID NO: 151).

En algunas realizaciones, HVR-L1 comprende la secuencia
RASQX VX2 X3X4VA, enlacual XiesVoD, X;esD,E0S, XsesTol XsesAo
S (SEC ID NO: 152). En algunas realizaciones, HVR-L3 comprende la secuencia



QQX1 X2 X3XaXsXeT, enlacual X1es S, G, oT, X;esY, T,0A, XaesTo G, Xses
T HoN XsesP oS Xses P, Q Y, oL (SEC ID NO: 153). En algunas
realizaciones, HVR-H2 comprende la secuencia GRIYPX;X.GSTX;YADSVKG, en
lacual XsesTol,XaesN, Y, S G A 0Q; Xses NoH (SEC ID NO: 154).

En ofro aspecto, la invencidén presenta un anticuerpo anti-FGFR3 aistado
que comprende una, dos, tres, cuatro, ¢inco o seis HVRs, donde cada HVR
comprende, consiste o consiste esencialmente en una secuencia seleccionada
entre SEC ID NOS: 1-18, 48-131 y 140-145 y donde SEC ID NO: 1, 7, 13, 48, 54,
60, 66, 72, 78, 84, 90, 96, 102, 108, 114, 120, 126 o 143 corresponde a una HVR-
H1, SEC ID NO: 2, 8, 14, 49, 55, 61, 67, 73, 79, 85, 91, 97, 103, 109, 115, 121,
127 0 144 corresponde a una HVR-H2, SEC ID NO: 3, 9, 15, 50, 56, 62, 68, 74,
80, 86, 92, 98, 104, 110, 116, 122, 128 o 145 corresponde a una HVR-H3, SEC ID
NO: 4, 10, 16, 51, 57, 63, 69, 75, 81, 87, 93, 99, 105, 111, 117, 123, 129 o0 140
corresponde a una HVR-L1, SEC ID NO: 5, 11, 17, 52, 58, 64, 70, 76, 82, 88, 94,
100, 106, 112, 118, 124, 130 o 141 corresponde a una HVR-L2 y SEC 1D NO: 6,
12, 18, 53, 59, 65, 71, 77, 83, 89, 95, 101, 107, 113, 119, 125, 131 o 142
corresponde a una HVR-L3.

En un aspecto, la invencidn presenta un anticuerpo anti~-FGFR3 que
comprende una HVR-H1 que comprende la secuencia de SEC ID NO: 1, 7, 13,
48, 54, 60, 66, 72, 78, 84, 90, 96, 102, 108, 114, 120, 126 0 143.

En un aspecto, la invenciéon presenta un anticuerpo anti-FGFR3 que
comprende una HVR-H2 que comprende la secuencia de SEC ID NO: 2, 8, 14,
49, 55, 61, 67,73, 79, 85, 91, 97, 103, 109, 115, 121, 127 0 144.

En un aspecto, la invencién presenta un anticuerpo anti-FGFR3 que
comprende una HVR-H3 que comprende la secuencia de SEC ID NO: 3, 9, 15,
50, 56, 62, 68, 74, 80, 86, 92, 98, 104, 110, 116, 122, 128 0 145.

En un aspecto, la invencidon presenta un anticuerpo anti-FGFR3 que
comprende una region HVR-L1 que comprende la secuencia de SEC ID NO: 4,
10, 16, 51, 57, 63, 69, 75, 81, 87, 93, 99, 105, 111, 117, 123, 129 0 140.

En un aspecto, la invencidn presenta un anticuerpo anti-FGFR3 que
comprende una regién HVR-L2 que comprende la secuencia de SEC ID NO: 5,
11,17, 52, 58, 64, 70, 76, 82, 88, 94, 100, 106, 112, 118, 124, 130 0 141.

En un aspecto, la invencion presenta un anticuerpo anti-FGFR3 que
comprende una region HVR-L3 que comprende la secuencia de SEC ID NO: 6,
12,18, 53, 59, 65, 71, 77, 83, 89, 95, 101, 107, 113, 119, 125, 131 0 142.
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En un aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una regién variable
de cadena pesada que comprende HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, donde cada una
de estas, en orden, comprende SEC ID NO: 1, 2, 3, y/o una region variable de
cadena liviana que comprende una HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, donde cada una,
en ese orden, contiene SEC ID NO: 4, 5, 6.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una regién variable
de cadena pesada que comprende HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, donde cada una,
en ese orden, comprende SEC ID NO: 7, 8, 9, y/o una regién variable de cadena
liviana que comprende HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, donde cada una, en ese
orden, comprende SEC ID NO: 10, 11, 12.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una region variable
de cadena pesada que comprende HVR-H1, HVYR-H2, HVR-H3, donde cada una,
en ese orden, comprende SEC ID NO: 13, 14, 15, y/fo una regidn variable de
cadena liviana que comprende HVR-L1, LVR-L.2 y LVR-L3, donde cada una, en
ese orden, comprende SEC ID NO: 16, 17, 18.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una region variable
de cadena pesada que comprende HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, donde cada una,
en ese orden, comprende SEC ID NO: 48, 49, 50, y/o una regién variable de
cadena liviana HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, donde cada una, en ese orden,
comprende SEC 1D NO: 51, 52, 563.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una regién variable
de cadena pesada que comprende HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, donde cada una,
en ese orden, comprende SEC ID NO: 54, 55, 56, y/o una region variable de
cadena liviana que comprende HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L 3, donde cada una, en
ese orden, comprende SEC ID NO: 57, 58, 59,

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una regién variable
de cadena pesada que comprende HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, donde cada una,
en ese orden, comprende SEC ID NO: 60, 61, 62, 63, y/o una regién variable de
cadena liviana que comprende HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, donde cada una, en
ese orden, comprende SEC ID NO: 60, 61, 62, 63, 64, 65.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una regién variable
de cadena pesada que comprende HVR-H1, HVR-H2, HVR-LH, donde cada una,
en ese orden, comprende SEC ID NO; 66, 67, 68, y/o una region variable de
cadena liviana que comprende HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, donde cada una, en
ese orden, comprende SEC ID NO: 69, 70, 71.
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En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una region variable
de cadena pesada que comprende HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, donde cada una,
en ese orden, comprende SEC ID NO: 72, 73, 74, y/o una regién variable de
cadena liviana que comprende HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, donde cada una, en
ese orden, comprende SEC ID NO: 75, 76, 77.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una regidn variable
de cadena pesada que comprende HVR-H1, HVYR-H2, HVR-H3, donde cada una,
en ese orden, comprende SEC ID NO: 78, 79 80, y/o una region variable de
cadena liviana que comprende HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, donde cada una, en
ese orden, comprende SEC ID NO: 81, 82, 83.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una region variable
de cadena pesada que comprende HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, donde cada una,
en ese orden, comprende SEC ID NO: 84, 85, 86, y/o una region variable de
cadena liviana que comprende HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, donde cada una, en
ese orden, comprende SEC ID NO: 87, 88, 89.

En o'tro aspecto, un anticuerpo ant—FGFR3 comprende una regién variable
de cadena pesada que comprende HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, donde cada una,
en ese orden, comprende SEC ID NO: 90, 91, 92, y/o una region variable de
cadena liviana que comprende HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, donde cada una, en
ese orden, comprende SEC 1D NO: 93, 94, 95.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una region variable
de cadena pesada que comprende HVR-H1, HYR-H2, HVR-H3, donde cada una,
en ese orden, comprende SEC ID NO: 96, 97, 98, y/o una regién variable de
cadena liviana que comprende HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, donde cada una, en
ese orden, comprende SEC ID NO: 99, 100, 101.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una regién variable
de cadena pesada que comprende HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, donde cada una,
en ese orden, comprende SEC ID NO: 102, 103, 104, y/o una regién variable de
cadena liviana que comprende HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, donde cada una, en
ese orden, comprende SEC ID NO: 105, 108, 107.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una regidn variable
de cadena pesada gue comprende HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, donde cada una,
en ese orden, comprende SEC 1D NO: 108, 109, 110, y/o una regién variable de
cadena liviana que comprende HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L 3, donde cada una, en
ese orden, comprende SEC 1D NO: 111, 112, 113.
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En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una region variable
de cadena pesada que comprende HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, donde cada una,
en ese orden, comprende SEC ID NO: 114, 115, 116, y/o una regién variable de
cadena liviana que comprende HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, donde cada una, en
ese orden, comprende SEC ID NO: 117, 118, 119.

En ofro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una region variable
de cadena pesada que comprende HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, donde cada una,
en ese orden, comprende SEC ID NO: 120, 121, 122, y/o una region variable de
cadena liviana que comprende HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, donde cada una, en
ese orden, comprende SEC ID NO: 123, 124, 125.

En otro aspecto, un anticuerpc anti-FGFR3 comprende una regién variable
de cadena pesada que comprende HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, donde cada una,
en ese orden, comprende SEC ID NO: 126, 127, 128, y/o una regidn variable de
cadena liviana que comprende HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, donde cada una, en
ese orden, comprende SEC ID NO: 129, 130, 131.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una regién variable
de cadena pesada que comprende HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, donde cada una,
en ese orden, comprende SEC ID NO: 140, 141, 142, y/o una regién variable de
cadena liviana que comprende HVR-L1, HVR-L2 y HVR-{ 3, donde cada una, en
ese orden, comprende SEC ID NO: 143, 144, 145.

Las secuencias de aminoacidos de SEC ID NOs: 1-18, 48-131 y 140-145
estan numeradas con respecto a una HVR individual (es decir, H1, H2 o H3) como
se indica en la Figura 1, numeracién que coincide con el sistema de numeracion
de Kabat que se describe mas adelante.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una region variable
de cadena pesada que comprende SEC ID NO: 132 y una region variable de
cadena liviana.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una region variable
de cadena liviana que comprende SEC ID NO: 133 y una regién variable de
cadena pesada.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una regién variable
de cadena pesada que comprende SEC ID NO: 132 y una region variable de
cadena liviana que comprende SEC ID NO: 133.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una regién variable
de cadena pesada que comprende SEC ID NO: 134 y una regién variable de

cadena liviana.
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En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una regién variable
de cadena liviana que comprende SEC ID NO: 135 y una regién variable de
cadena pesada.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una regién variable
de cadena liviana que comprende SEC ID NO: 139 y una region variable de
cadena pesada. En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una
region variable de cadena pesada que comprende SEC ID NO: 134 y una region
variable de cadena liviana que comprende SEC ID NO: 135.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una region variable
de cadena pesada que comprende SEC ID NO: 136 y una regién variable de
cadena liviana.

En ofro aspecto, un anticuerpc anti—-FGFR3 comprende una region variable
de cadena liviana que comprende SEC ID NO: 137 y una regién variable de
cadena pesada.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una regién variable
de cadena pesada que comprende SEC ID NO: 136 y una regién variable de
cadena liviana que comprende SEC ID NO: 137.

En otro aspecto, un anticuerpo anti—-FGFR3 comprende una regién variable
de cadena pesada que comprende SEC ID NO: 138 y una regién variable de
cadena liviana.

En otro aspecto, un anticuerpo anti~-FGFR3 comprende una region variable
de cadena liviana que comprende SEC ID NO: 139, y una region variable de
cadena pesada.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR3 comprende una region variable
de cadena pesada que comprende SEC ID NO: 138 y una regidén variable de
cadena liviana que comprende SEC ID NO: 139,

En un aspecto, la invencion presenta un anticuerpo anti-FGFR3 que
comprende: por lo menos una, dos, tres, cuatro, cinco, y/o seis secuencias de
region hipervariable (HVR) seleccionadas del grupo que consiste en:

(a) HVR-L1 que comprende la secuencia SASSSVSYMH (SEC 1D NO:
155), SASSSVSYMH (SEC ID NO: 156) o LASQTIGTWLA (SEC ID NO: 157),

(b) HVR-L2 que comprende la secuencia TWIYDTSILAS (SEC ID NO:
158), RWIYDTSKLAS (SEC ID NO: 159), o LLIYAATSLAD (SEC ID NO: 160),

(¢) HVR-L3 que comprende la secuencia QQWTSNPLT (SEC ID NO: 161),
QQWSSYPPT (SEC ID NO: 162), o QQLYSPPWT (SEC ID NO: 163),

24



14

{d) HVR-H1 que comprende la secuencia GYSFTDYNMY (SEC ID NO:
164), GYVFTHYNMY (SEC ID NO: 165), o GYAFTSYNMY (SEC ID NO: 166),

(e) HVR-H2 que comprende la secuencia WIGYIEPYNGGTSYNQKFKG
(SEC ID NO: 167), WIGYIEPYNGGTSYNQKFKG (SEC ID NO: 168), o
WIGYIDPYIGGTSYNQKFKG (SEC ID NO: 169) y

(f) HVR-H3 que comprende la secuencia ASPNYYDSSPFAY (SEC ID NO;
170), ARGQGPDFDV (SEC ID NO: 171), o ARWGDYDVGAMDY (SEC ID NO:
172).

En un aspecto, la invencidn presenta un anticuerpo anti- FGFR3 que
comprende: por lo menos una, dos, tres, cuatro, cinco, y/o seis secuencias de
region hipervanable (HVR) seleccionada del grupo que consiste en:

(a) HVR-L1 que comprende la secuencia SASSSVSYMH (SEC ID NO:
155),

(b} HVR-L2 que comprende la secuencia TWIYDTSILAS (SEC ID NO:
158),

(c¢) HVR-L3 que comprende la secuencia QQWTSNPLT (SEC ID NO: 161),

(d) HVR-H1 que comprende la secuencia GYSFTDYNMY (SEC ID NO:
164),

(e) HVR-H2 que comprende la secuencia WIGYIEPYNGGTSYNQKFKG
(SEC ID NO: 167) y

(f) HVR—H3 gue comprende la secuencia ASPNYYDSSPFAY (SEC ID NO:
170).

En un aspecto, la invencién presenta un anticuerpo anti- FGFR3 que
comprende: por lo menos una, dos, tres, cuatro, cinco, y/o seis secuencias de
region hipervariable (HVR) seleccionada del grupo que consiste en:

(a) HVR-L1 que comprende la secuencia SASSSVSYMH (SEC ID NO:
156),

(b) HVR-L2 que comprende la secuencia RWIYDTSKLAS (SEC ID NO:
159),

(c) HVR-L3 que comprende la secuencia QQWSSYPPT (SEC ID NO: 162),

(d) HVYR-H1 que comprende la secuencia GYVFTHYNMY (SEC ID NO:
165),

(e) HVR-H2 que comprende la secuencia WIGYIEPYNGGTSYNQKFKG
(SEC ID NO: 168) y '

(f) HVR-H3 que comprende la secuencia ARGQGPDFDV (SEC ID NO:
171).



15

En un aspecto, la invenciéon presenta un anticuerpo anti- FGFR3 que
comprende: por lo menos una, dos, tres, cuatro, cinc.:o, y/o seis secuencias de
region hipervariable (HVR) seleccionadas del grupo que consiste en:

(a) HVR-L1 que comprende la secuencia LASQTIGTWLA (SEC ID NO:
157),

(b) HVR-L2 que comprende la secuencia LLIYAATSLAD (SEC ID NO: 160),

(c) HVR—-L3 que comprende la secuencia QQLYSPPWT (SEC |D NO: 163),

(d) HVR-H1 que comprende la secuencia GYAFTSYNMY (SEC ID NO:
166),

(e) HVR-H2 que comprende la secuencia WIGYIDPYIGGTSYNQKFKG
(SECIDNO: 169) vy

() HVR-H3 que comprende la secuencia ARWGDYDVGAMDY (SEC ID
NO: 172).

En un aspecto, la invencién presenta un anticuerpo anti-FGFR3 que
comprende (a) una cadena liviana que comprende (i) HYR-L1 que comprende la
secuencia SASSSVSYMH (SEC ID NO: 155); (i) HVR-L2 que comprende la
secuencia TWIYDTSILAS (SEC ID NO: 158) y (iii) HVR-L3 que comprende la
secuencia QQWTSNPLT (SEC ID NO: 161) ; y/o (b} una cadena pesada que
comprende (i) HVR-H1 que comprende la secuencia GYSFTDYNMY (SEC ID NO:
164), (i) HVR-H2 que comprende la secuencia WIGYIEPYNGGTSYNQKFKG
(SEC ID NO: 167} y (iii} HYR-H3 que comprende la secuencia ASPNYYDSSPFAY
(SEC ID NQO: 170).

En un aspecto, la invencidn presenta un anticuerpo anti-FGFR3 que
comprende (a) una cadena liviana que comprende (i) HYR-L1 que comprende la
secuencia SASSSVSYMH (SEC ID NO: 156); (ii) HVR-L2 que comprende la
secuencia RWIYDTSKLAS (SEC ID NO: 159) y (iii) HVR-L3 que comprende la
secuencta QQWSSYPPT (SEC ID NO: 162) ; y/fo (b) una cadena pesada que
comprende (i) HVR-H1 que comprende la secuencia GYVFTHYNMY (SEC ID NO:
165); (i) HVR-H2 que comprende la secuencia WIGYIEPYNGGTSYNQKFKG
(SEC ID NO: 168) y (i) HYR-H3 que comprende la secuencia ARGQGPDFDV
(SEC ID NO: 171).

En un aspecto, la invencion presenta un anticuerpo anti-FGFR3 que
comprende (a) una cadena liviana que comprende (i) HYR-L1 que comprende la
secuencia LASQTIGTWLA (SEC ID NO: 157); (i) HVR-L2 que comprende la
secuencia LLIYAATSLAD (SEC ID NO: 160) y (ii) HVR-L3 que comprende la
secuencia QQLYSPPWT (SEC ID NO: 163) vy/o (b) una cadena pesada que
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comprende (i) HYR-H1 que comprende la secuencia GYAFTSYNMY (SEC ID NO:
166), (i) HVR-H2 que comprende la secuencia WIGYIDPYIGGTSYNQKFKG
(SEC ID NO: 169) y (i) HVR-H3 que comprende la secuencia
ARWGDYDVGAMDY (SEC ID NO: 172). Algunas realizaciones de anticuerpos de
la invencion comprenden un domino variable de cadena liviana de anticuerpo 4D5
humanizado (huMAb4D5-8) (HERCEPTIN®, Genentech, Inc., South San
Francisco, CA, USA) (al que también se hace referencia en la patente de los
Estados Unidos No. 6.407.213 y Lee et al., J. Mol. Biol. (2004), 340(5):1073-1093)
como se demuestra en SEC ID NO: 173,

1 Asp lle GIn Met Thr Gin Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val

Gly Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser Gin Asp Val Asn

Thr Ata Val Ala Trp Tyr Gin GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys

Leu Leu lle Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser

Arg Phe Ser Gly Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle

Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn Gin

His Tyr Thr Thr Pro Pro Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu

lle Lys 107 (SEC ID NO: 173) (los residuos de HVR estan

subrayados)

En una realizacion, la secuencia de dominio variable de cadena
liviana huMAb4D5~8 esta modificada en una o mas de las posiciones 30,
66 y 91 (Asn, Arg y His indicadas en negrita/cursiva en el parrafo anterior,
respectivamente). En una realizacion especifica, la secuencia huMAb4D5~
8 modificada comprende Ser en la posicion 30, Gly en la posicién 686, y/o
Ser en la posicion 91. En consecuencia, en una realizacion, un anticuerpo
de la invencién comprende un dominio variable de cadena liviana que
comprende la secuencia expuesta a continuacién en SEC ID NO: 174:

1 Asp lle Gin Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
Gly Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser GIn Asp Val Ser
Thr Ala Val Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys
Leu Leu lle Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle
Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn
Ser Tyr Thr Thr Pro Pro Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Val Glu
lle Lys 107 (SEC ID NO: 174) {Los residuos de HVR estan
subrayados)

%
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Los residuos sustituidos con respecto a huMAb4D5-8 estan indicados en
negrita/cursiva.

Los anticuerpos de la invencién pueden comprender cualquier secuencia
marco de dominio variable adecuada, siempre que se mantenga sustancialmente
la actividad de unién a FGFR3. Por ejemplo, en algunas realizaciones, los
anticuerpos de la invencidn comprenden una secuencia marco de consenso de
cadena pesada humana del subgrupe lll. En una realizacién de estos anticuerpos,
la secuencia marco de consenso comprende una sustitucion en la posicién 71, 73,
y/o 78. En algunas realizaciones de estos anticuerpos, la posicién 71 es A, 73 es
T y/o 78 es A. En una realizacién, estos anticuerpos comprenden secuencias
marco de dominio variable de cadena pesada de huMAb4D5-8 (HERCEPTIN®,
Genentech, Inc., South San Francisco, CA, USA) (a las que también se hace
referencia en las patentes de los Estados Unidos Nos. 6.407.213 & 5.821.337 y
Lee et al., J. Mol. Biol. (2004), 340(5):1073-1093). En una realizacion, estos
anticuerpos comprenden ademas una secuencia marco de consenso de cadena
liviana humana «l. En una realizacién especifica, estos anticuerpos comprenden
secuencias de HVR de cadena liviana de huMAb4D5-8 descriptas en las patentes
de los Estados Unidos Nos. 6.407.213 & 5.821.337.) En una realizacién, estos
anticuerpos comprenden secuencias de dominios variables de cadena liviana de
huMAb4D5-8 (HERCEPTIN®, Genentech, Inc., South San Francisco, CA, USA) (a
las que también se hace referencia en las patentes de los Estados Unidos Nos.
6.407.213 & 5.821.337 y Lee et al., J. Mol. Biol. (2004), 340(5):1073-1093).

En una realizacién, un anticuerpo de la invencidon comprende un dominio
variable de cadena pesada, donde la secuencia marco comprende la secuencia de
SEC ID NOS: 19y 203-205, 20 y 206-208, 21 y 209-211, 22 y 212-214 , 23 y 215-
217, 24 y 218-220, 25y 221-223, 26 y 224-226, 27 y 227-229, 28 y 230-232, 29 y
233-235, 30 y 236-238, 31 y 239-241, 32 y 242-244, 33 y 245-247, 34 y 248-250,
35y 2561-253, 36 y 254-256, y/o 37 y 257-259, y las secuencias HVR H1, H2, y H3
son SEC ID NOS: 13, 14 y/o 15, respectivamente. En otra realizacion, la
secuencia marco comprende la secuencia de SEC ID NOS: 19 y 203-205, 20 y
206-208, 21 y 209-211, 22 y 212-214 , 23 y 215-217, 24 y 218-220, 25 y 221-223,
26y 224-226, 27 y 227-229, 28 y 230-232, 29 y 233-235, 30 y 236-238, 31y 239-
241, 32 y 242-244, 33 y 245-247, 34 y 248-250, 35 y 251-253, 36 y 254-256, ylo
37 y 257-259, y las secuencias HVR H1, H2, y H3 son SEC ID NOS: 48, 49 y/o 50,
respectivamente.. En una realizacion adicional, la secuencia marco comprende la
secuencia de SEC ID NOS: 19y 203-205, 20 y 206-208, 21 y 209-211, 22 y 212-
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214,23y 215-217, 24 y 218-220, 25y 221-223, 26 y 224-226, 27 y 227-228, 28 y
230-232, 29 y 233-235, 30 y 236-238, 31 y 239-241, 32 y 242-244, 33 y 245-247,
34 y 248-250, 35 y 251-253, 36 y 254-256, y/o 37 y 257-259, y las secuencias
HVR H1, H2, y H3 son SEC ID NOS: 84, 85, y/o 86, respectivamente.. En una
realizacion adicional, la secuencia marco comprende la secuencia de SEC ID
NOS: 19y 203-205, 20 y 206-208, 21 y 209-211, 22 y 212-214 , 23y 215-217, 24
y 218-220, 25y 221-223, 26 y 224-226, 27 y 227-229, 28 y 230-232, 29 y 233-235,
30y 236-238, 31y 239-241, 32 y 242-244, 33 y 245-247, 34 y 248-250, 35 y 251-
253, 36 y 254-256, y/o 37 y 257-259, y las secuencias HVR H1, H2, y H3 son SEC
ID NOS: 108, 109, y/o 110, respectivamente.

En una realizacién especifica, un anticuerpo de la invencién comprende un
dominio variable de cadena liviana, donde la secuencia marco comprende la
secuencia de SEC ID NOS: 38 y 260-262, 39 y 263-265, 40 y 266-268, y/o 41y
269-271, y las secuencias de HVR, L1, [2 y L3 son SEC ID NOS: 16, 17 y/o 18,
respectivamente. En otra realizacién, un anticuerpo de la invencion comprende un
dominio variable de cadena liviana, donde la secuencia marco comprende la
secuencia de SEC ID NOS: 8 y 260-262, 39 y 263-265, 40 y 266-268, y/fo 41 y
269-271, y las secuencias de HVR, L1, L2 y L3 son SEC ID NOS: 51, 52 y/o 53,
respectivamente. En una realizacion adicional, un anticuerpo de la invencion
comprende un dominio variable de cadena liviana, donde la secuencia marco
comprende la secuencia de SEC ID NOS: 338 y 260-262, 39 y 263-265, 40 y 266-
268, y/o 41 y 269-271 y las secuencias de HVR, L1, L2 y L3 son SEC ID NOS: 87,
88 y/u 89, respectivamente. En otra de las realizaciones, un anticuerpo de la
invencion comprende un dominio variable de cadena liviana, donde la secuencia
marco comprende la secuencia de SEC ID NOS: 38 y 260-262, 39 y 263-265, 40 y
266-268, y/o 41y 269-271 y las secuencias de HVR, L1, L2 y L3 son SEC ID NOS:
111, 112, y/o 113, respectivamente. En otra de las realizaciones, un anticuerpo de
la invencion comprende un dominio variable de cadena liviana, donde la secuencia
marco comprende la secuencia de SEC ID NOS: 38, 39, 40, y/o 41 y las
secuencias de HVR, L1, L2 y L3 son SEC ID NOS: 132, 133 y/o 134,
respectivamente.

En otro aspecto, un anticuerpo de la invencién comprende un dominio
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID NO: 132 y/o
un dominio variable de cadena liviana que comprende la secuencia de SEC ID
NO: 133. En otro aspecto, un anticuerpo de la invencién comprende un dominio
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID NO: 134 y/o

2
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un dominio variable de cadena liviana que comprende la secuencia de SEC ID
NO: 135. En otro aspecto, un anticuerpo de la invencién comprende un dominio
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID NO: 136 y/o
un dominio variable de cadena liviana que comprende la secuencia de SEC ID
NO: 137. En otro aspecto, un anticuerpo de la invencién comprende un dominio
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de SEC ID NO: 138 y/o
un dominio variable de cadena liviana que comprende la secuencia de SEC ID
NO: 139.

En un aspecto, la invencion presenta un anticuerpo anti-FGFR3 que se une
a un polipéptido que comprende, consiste esencialmente en o consiste en la
siguiente secuencia de aminoacidos: LAVPAANTVRFRCPA (SEC ID NO: 179) y/o
SDVEFHCKVYSDAQP (SEC ID NO: 180).

En algunas realizaciones, el anticuerpo se une a un polipéptido que
comprende, consiste esencialmente en o consiste en los nimeros de aminoacidos
164-178 ylo 260-283 de la secuencia de aminoacidos de! FGFR3 humano
maduro.

En una realizacion, un anticuerpo anti-FGFR3 de la invencion se une
especificamente a una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98% de identidad o similitud de secuencia con la
secuencia LAVPAANTVRFRCPA (SEC ID NO: 179} y/o SDVEFHCKVYSDAQP
(SEC ID NO:; 180).

En un aspecto, el anticuerpo anti-FGFR3 de [a presente invencion se une a
por lo menos uno, dos, tres, cuatro, o cualquier nimero hasta la totalidad de los
residuos 154, 155, 158, 159, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170,
171, 172, 173, 174, 175, 177, 202, 205, 207, 210, 212, 214, 216, 217, 241, 246,
247, 248, 278, 279, 280, 281, 282, 283, 314, 315, 316, 317 y/o 318 del polipéptido
FGFR3 lllb, o residuos equivalentes del polipéptido FGFR3 llic. Una persona con
capacitacion normal en la técnica sabe ¢cémo alinear las secuencias de FGFR3
para identificar los residuos correspondientes entre las respectivas secuencias de
FGFR3. Las combinaciones de dos o mas residuos pueden incluir cualquiera de
los residuos 154, 165, 158, 159, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170,
171, 172, 173, 174, 175, 177, 202, 205, 207, 210, 212, 214, 216, 217, 241, 246,
247, 248, 278, 279, 280, 281, 282, 283, 314, 315, 316, 317 y/o 318 del polipéptido
FGFR3 lllb o residuos equivalentes del polipéptido FGFR3 lllc. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-FGFR3 se une a por lo menos uno, dos, tres,

cuatro, o cualquier nimero hasta la totalidad de los residuos 158, 159, 169, 170,
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171, 173, 175, 2056, 207, y/o 315 del polipéptido FGFR3 Illib, o residuos
equivalentes del polipéptido de FGFR3 lllc. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti—-FGFR3 se une a por lo menos uno, dos tres, cuatro, o cualquier
numero hasta la totalidad de los residuos 158, 170, 171, 173, 175, y/o 315 del
polipéptido FGFR3 liIb, o residuos equivalentes del polipéptido de FGFR3 lllc.

En un aspecto, la invencion presenta un anticuerpo ant—FGFR3 que
compite con cualquiera de los anticuerpos antes mencionados por la unién a
FGFR3. En un aspecto, la invencién presenta un anticuerpo anti—-FGFR3 que se
une al mismo epitope o a otro similar de FGFR3 que cualquiera de los anticuerpos
antes mencionados.

Como se conoce en la técnica y se describe en forma mas detallada mas
adelante, la posicién de aminoacido/limite que delinea una regién hipervariable de
un anticuerpo puede variar, dependiendo del contexto y las diversas definiciones
conocidas en la técnica (que se describe mas adelante). Algunas posiciones
dentro de un dominio variable se pueden visualizar como posiciones hipervariables
hibridas por el hecho de que estas posiciones se pueden considerar incluidas en
una region hipervariable segun una serie de criterios, en tanto que se consideran
fuera de una region hipervariable segun una serie de criterios diferente. También
se puede encontrar una o mas de estas posiciones en regiones hipervariables
extendidas (como se define mas adelante mas claramente).

En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En
otras realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo policlonal. En algunas
realizaciones, el anticuerpo es seleccionado del grupo que consiste en un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo madurado por afinidad, un anticuerpo
humanizado y un anticuerpo humano con afinidad madurada, un anticuerpo
humanizado y un anticuerpo humano. En ciertas realizaciones, el anticuerpo es
un fragmento de anticuerpo. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un Fab,
Fab', Fab'-SH, F(ab"); o scFv.

En alguna realizacién, el anticuerpo para FGFR3 es un anticuerpo de un
solo brazo (es decir, el dominio variable de cadena pesada y el dominio variable
de cadena liviana forman un solo brazo de union al antigeno) que comprende una
region Fc, donde la region Fc comprende un primero y un segundo polipéptido Fc,
donde el primero y segundo polipéptidos Fc estadn presentes en un complejo y
forman una region Fc que aumenta la estabilidad de dicho fragmento de
anticuerpo en comparacién con una molécula de Fab que comprende dicho brazo
de unién al antigeno. Ver, por gj., W02006/015371.
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En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo quimerico, por ejemplo
un anticuerpo que comprende secuencias de unién al antigeno de un donador no
humano injertado a una secuencia heterologa no humana, humana o humanizada
(por ej., secuencias marco y/o de dominio cbnstante). En una realizacidn, el
donador no humano es un ratén. En una realizacion adicional, una secuencia de
union al antigeno es sintética, por ej., se la obtiene por mutagénesis (por gj.,
seleccion por exhibicion de fagos, etc.). En una realizacion especifica, un
anticuerpo quimérico de la invencién tiene regiones murinas V y una region
humana C. En una realizacién, la regién murina de cadena liviana V esta
fusionada a una cadena liviana humana kappa. En otra realizacion, la region
murina de cadena pesada V esta fusionada a una regién de IgG1 humana C.

Los anticuerpos humanizados de la invencién incluyen los que tienen
sustituciones de aminoacidos en la regién marco (FR) y variantes con maduracion
de la afinidad con cambios en las CDRs injertadas. Los aminoacidos sustituidos
en las CDR o FR no se limitan a los presentes en el anticuerpo donador o
receptor. En ofras realizaciones, los anticuerpos de la invencién comprenden
asimismo cambios en los residuos aminoacidos de la region Fc que llevan a una
funcién efectora mejorada que incluye una funcion CDC y/o ADCC y matanza de
células B potenciadas. Otros anticuerpos de la invencion incluyen los que tienen
cambios especificos que mejoran la estabilidad. En otras realizaciones, los
anticuerpos de la invencién comprenden cambios en los residucs aminoacidos de
la regién Fc que llevan a una funcién efectora disminuida, por €j., funciéon de CDC
y/o ADCC reducida y/o matanza de células B reducida. En algunas realizaciones,
los anticuerpos de la invencion se caracterizan por una unioén reducida (tal como
ausencia de unién) al factor de complemento humano C1q y/o al receptor Fc
humano en las ceélulas killer (destructoras) naturales (NK). En algunas
realizaciones, los anticuerpos de la invencién se caracterizan por la unién reducida
(tal como ausencia de union} a FeyRI, FeyRIIA, y/o FeyRIIIA humanos. En algunas
realizaciones, los anticuerpos de la invencién son de la clase IgG (por €]., IgG1 o
IgG4) y comprenden por lo menos una mutacidn en E233, L234, G236, D265,
D270, N297, E318, K320, K322, A327, A330, P331, y/o P329 (numeracion de
acuerdo con el indice de la EU). En algunas realizaciones, los anticuerpos
comprenden las mutaciones L234A/L235A o D265A/N297A.

En los casos en que el anticuerpo comprende una regién Fc, se puede
alterar el carbohidrato acoplado a la misma. Por ejemplo, se describen anticuerpos

con una estructura de carbohidrato maduro que carece de fucosa unida a una

5L
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region Fc del anticuerpo en la Sol. de Pat de los Estados Unidos No US
2003/0157108 (Presta, L.). Ver también US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo
Co., Ltd). Los anticuerpos con una N-acetilglucosamina bisectriz (GIcNAc) en el
carbohidrato acoplado a una region Fc del anticuerpo fueron mencionados en WO
2003/011878, Jean—Mairet et al. y en |a Patente de Estados Unidos No. 6.602.684,
Umana et al. Los anticuerpos con por lo menos un residuo de galactosa en el
oligosacarido acoplado a la regién Fc del anticuerpo fueron dados a conocer en
WO 1997/30087, Patel et al. Ver asimismo, WO 1998/58964 (Raju, S.) y WO
1989/22764 (Raju, S.) que se refiere a anticuerpos con carbohidratos alterados
acoplados a la regién Fc de los mismos. Ver asimismo US 2005/0123546 (Umana
et al.) sobre moléculas de unidn al antigeno con glicosilacién modificada. En un
aspecto, la invencién presenta polipéptidos de unién a FGFR3 que comprenden
cualquiera de las secuencias de union al antigeno presentadas en este
documento, donde los polipéptido de unién a FGFR3 se unen especificamente a
un FGFR3, por ej., un FGFR3 humano y/o cyno y/o ratén.

Los anticuerpos de la invencion se unen (por ejemplo se unen
especificamente) a FGFR3 (por ej. FGFR3-lllb y/o FGFR3-lllc), y en algunas
realizaciones, pueden modular (por ej. inhibir) uno o mas aspectos de la
sefnalizacion de FGFR3 (como por ejemplo la fosforilacion del FGFR3) y/o la
alteracion de cualquier via biolégia del ligando FGFR3 y/o FGFR3 biolégicamente
relevante y/o el tratamiento y/o prevencion de un tumor, trastorno proliferativo de
las células o un cancer, y/o el tratamiento y/o prevencion de un trastorno asociado
con la expresidén y/o actividad del FGFR3 (tal como expresién y/o actividad
incrementada de FGFR3). En algunas realizaciones, el anticuerpo de FGFR3 se
une especificamente a un polipeptido que consiste en o consiste esencialmente en
un FGFR3 (por ej., un FGFR3 humano o de ratoén). En algunas realizaciones, el
anticuerpo se une especificamente a FGFR3 conunaKdde 1 x 107 Mo mayor.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FGFR3 de la invencion no es
un anticuerpo anti-FGFR3 descripto en la Publicacion de patente de los Estados
Unidos No. 2005/0147612 (por ej., el anticuerpo MSPRO2, MSPRO12, MSPRO59,
MSPRO11, MSPRO21, MSPRO24, MSPR0O26, MSPRO028, MSPRO29,
MSPRO43, MSPRO55), el anticuerpo descripto por Rauchenberger et al, J Biol
Chem 278 (40):38194-38205 (2003); un anticuerpo descripto en la Publicacién
PCT No. W02006/048877 (por €j., el anticuerpo PRO-001), un anticuerpo
descripto por Martinez—Torrecuadrada et al, Mol Cancer Ther (2008) 7(4): 862—
873 (por ¢j., scFvaFGFR3 3C), un anticuerpo descripto por Direnzo, R et al (2007)
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Proceedings of AACR Annual Meeting, Extracto No. 2080 (por €j., D11), o un
anticuerpo descripto en WO 2010/002862 (por e]., los anticuerpos 15D8, 27H2,
4E7, 2G4, 20B4).

En un aspecto, la invencion presenta composiciones que comprenden uno
0 mas anticuerpos de la invencion y un vehiculo. En una realizacion, el vehiculo
es farmaceuticamente aceptable.

En ofro aspecto, la invencion presenta acidos nucleicos que codifican un
anticuerpo FGFR3 de la invencién.

En otro de sus aspectos, la invencion presenta vectores que comprenden
un acido nucleico de la invencion.

En otro aspecto, la invencién presenta composiciones que comprenden uno
o0 mas acidos nucleicos de la invencidén y un vehiculo. En una realizacion, el
vehiculo es farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto, la invencién presenta células huésped que comprenden un
acido nucleico o vector de la invencién. Un vector puede ser de cualquier tipo, por
ejemplo un vector recombinante tal como un vector de expresion. Se puede utilizar
cualquiera de una variedad de células huésped. En una realizacion, una célula
huésped es una célula procariota, como por ejemplo E. coli. En otra realizacion,
una célula huésped es una célula eucariota, por ejemplo una célula de mamifero
tal como una célula de Ovario de Hamster Chino (CHO).

En otro aspecto, la invencién presenta métodos para la preparacion de un
anticuerpo de la invencion. Por ejemplo, la invencion presenta métodos para
preparar un anticuerpo anti-FGFR3 (que, como se define en la presente, incluye el
anticuerpo de longitud total y fragmentos del mismo, método que comprende
expresar en una célula huésped un vector recombinante de la invencién que
codifica el anticuerpo y recuperar el anticuerpo. En algunas realizaciones, el
metodo comprende cultivar una célula huésped que comprende el acido nucleico
que codifica ef anticuerpo de manera que se exprese el acido nucleico. En algunas
realizaciones, el método comprende ademas recuperar el anticuerpo del cultivo de
células huésped. En algunas realizaciones, se recupera el anticuerpo del medio de
cultivo de células huésped. En algunas realizaciones, el método comprende
ademas combinar el anticuerpo recuperado con un vehiculo, excipiente o portador
farmacéuticamente aceptable para preparar una formulacién farmacéutica que
comprende el anticuerpo humanizado.

En un aspecto, la invencion presenta un articulo de fabricacién que

comprende un envase y una composicién contenida dentro del envase, donde la
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composicion comprende uno 0 mas anticuerpos FGFR3 de la invencion. En una
realizacion, la composicion comprende un acido nucleico de la invencion. En otra
realizacién, una composicion gue comprende un anticuerpo comprende asimismo
un vehiculo que es farmacéuticamente aceptable. En una realizacion, un articulo
de fabricacién de la invencion comprende ademas instrucciones para administrar
la composicion (por e€j., el anticuerpo) a un individuo (como por ejemplo
instrucciones para cualquiera de los métodos descriptos en la presente).

En otro aspecto, la invencién presenta un kit que comprende un primer
envase que comprende una composicion que comprende uno o mas anticuerpos
anti-FGFR3 de la invencién y un segundo envase que comprende un buffer. En
una realizacion, el buffer es farmacéuticamente aceptabie. En una realizacion,
una composicion que comprende un anticuerpo comprende ademas un vehiculo
que es farmacéuticamente aceptable. En otra realizacion, un kit comprende
ademads instrucciones para administrar la composicion (por ej., el anticuerpo) a un
individuo.

En otro aspecto, la invencion presenta un anticuerpo anti-FGFR3 de la
invencion para usar como medicamento.

En otro aspecto, la invencidon presenta un anticuerpo anti-FGFR3 de la
invenciéon para usar en el tratamiento o prevenciéon de un trastorno, como por
ejemplo una condiciébn patolégica asociada a la activacién y/o expresion (en
algunas realizaciones, la sobreexpresion) del FGFR3. En algunas realizaciones, el
trastorno es un cancer, un tumor y/o un trastorno proliferativo de las células. En
algunas realizaciones, el cancer, un tumor y/o un trastorno proliferativo de las
células es el mieloma multiple o cancer de vejiga (por €j., carcinoma de células
transicionales), el cancer de mama o e! cancer de higado.

En ofro aspecto, la invencion presenta un anticuerpo anti-FGFR3 de la
invencion para usar en el tratamiento o prevencién de un trastorno tal como un
trastorno esquelético. En algunas realizaciones, el trastorno es acondroplasia,
hipocondroplasia, enanismo, displasia tanatoférica (TD; formas clinicas TD1 vy
TDil), o sindrome de craneosinostosis.

En otro aspecto, la invencién presenta un anticuerpo anti-FGFR3 de la
invencion para usar en la reduccion de la proliferacion celular.

En otro aspecto, la invencidn presenta un anticuerpo anti-FGFR3 de la
invencion para usar en la destruccion de una célula. En algunas realizaciones, la

celula es una célula de mieloma mualtiple. En algunas realizaciones, ia celula se
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destruye por ADCC. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo
desnudo. En algunas realizaciones, la célula sobreexpresa el FGFR3.

En otro aspecto, la invencion presenta un anticuerpo anti-FGFR3 de Ia
invencion para usar en la reduccién hasta el agotamiento de las células, como por
ejemplo células de mieloma miltiple. En algunas realizaciones, la célula se
destruye por ADCC. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo
desnudo. En algunas realizaciones, la célula sobreexpresa FGFR3.

En otro aspecto, |a invencién presenta el uso de un anticuerpo anti-FGFR3
de la invencién en la preparacion de un medicamento para el tratamiento
terapeutico y/o profilactico de un trastorno tal como una condicién patologica
asociada a la activacion y/o expresion del FGFR3 (en algunas realizaciones, la
sobreexpresion). En algunas realizaciones, el trastorno es un cancer, un tumor y/o
un trastorno proliferativo de las células. En algunas realizaciones, el cancer, un
tumor y/o un trastorno proliferativo de las células es el mieloma multiple o cancer
de vejiga (por €j., carcinoma de células transicionales), el cancer de mama o el
cancer de higado. En algunas realizaciones, el trastorno es un trastorno
esqueletico. En algunas realizaciones, el trastorno es acondroplasia,
hipocondroplasia, enanismo, displasia tanatoférica (TD; formas clinicas TD1 y
TDII), o el sindrome de craneosinostosis.

En un aspecto, la invencién presenta el uso de un acido nucleico de la
invencion para la preparacion de un medicamento para el tratamiento terapéutico
y/o profilactico de un trastorno, tal como una condicién patoldgica asociada a la
activacion y/o expresion del FGFR3 (en algunas realizaciones, la sobreexpresion).
En algunas realizaciones, el trastorno es un cancer, un tumor y/o un trastorno
proliferativo de las células. En algunas realizaciones, el cancer, un tumor y/o un
trastorno proliferativo de las célutas es el mieloma miltiple o cancer de vejiga (por
g)., carcinoma de células transicionales), el cancer de mama o el cancer de
higado. En algunas realizaciones, el trastorno es un trastorno esquelético. En
algunas realizaciones, el trastorno es acondroplasia, hipocondroplasia, enanismo,
displasia tanatofdrica (TD; formas clinicas TD1 y TDIl), o e sindrome de
craneosinostosis.

En otro aspecto, la invencion presenta el uso de un vector de expresion de
la invencién en la preparacién de un medicamento para el tratamiento terapéutico
y/o profilactico de un trastorno, tal como una condicién patologica asociada a la
activacion y/o expresion del FGFR3 (en algunas realizaciones, la sobreexpresion).
En algunas realizaciones, el trastorno es un cancer, un tumor y/o un trastorno
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proliferativo de las células. En algunas realizaciones, el cancer, un tumor y/o un
trastorno proliferativo de las células es el mieloma multiple o cancer de vejiga (por
ej., carcinoma de células transicionales), el cancer de mama o el cancer de
higado. En algunas realizaciones, el trastorno es un trastorno esquelético. En
algunas realizaciones, el trastorno es acondroplasia, hipocondroplasia, enanismo,
displasia tanatoforica (TD; formas clinicas TD1 y TDIl), o el sindrome de
craneosinostosis.

En otro de sus aspectos, la invencién presenta use of una célula huésped
de la invenciébn para la preparacién de un medicamento para el tratamiento
terapeutico y/o profilactico de un trastorno, tal como una condicién patolégica
asociada a la activacién y/o expresion del FGFR3 (en algunas realizaciones, la
sobreexpresion). En algunas realizaciones, el trastorno es un cancer, un tumor y/o
un trastorno proliferativo de las células. En algunas realizaciones, el cancer, un
tumor y/o un trastorno proliferativo de las células es el mieloma multiple o cancer
de vejiga (por ej., carcinoma de células transicionales), el cancer de mama o el
cancer de higado. En algunas realizaciones, el trastorno es un trastorno
esquelético. En algunas realizaciones, el trastorno es acondroplasia,
hipocondroplasia, enanismo, displasia tanatoférica (TD; formas clinicas TD1 y
TDIl), o el sindrome de craneosinostosis.

En otro aspecto, la invencién presenta ademas el uso de un articulo de
fabricacién de la invenciéon para la preparacidon de un medicamento para el
tratamiento terapéutico y/o profilactico de un trastorno, tal como una condicidén
patologica asociada a [a activacion yfo expresion del FGFR3 (en algunas
realizaciones, la sobreexpresién). En algunas realizaciones, el trastorno es un
cancer, un tumor y/o un trastorno proliferativo de las células. En algunas
realizaciones, el cancer, un tumor y/o un trastorno proliferativo de las células es el
mieloma multiple o cancer de vejiga (por ej., carcinoma de células transicionales),
el cancer de mama o el cancer de higado. En algunas realizaciones, el trastorno
es un trastorno esquelético. En algunas realizaciones, el trastorno es
acondroplasia, hipocondroplasia, enanismo, displasia tanatoférica (TD; formas
clinicas TD1 y TDIl), o el sindrome de craneosinostosis.

En un aspecto, la invencidn presenta ademas el uso de un kit de la
invencién para la preparacion de un medicamento para el tratamiento terapéutico
y/o profilactico de un trastorno, tal como una condicién patoldgica asociada a la
activacion y/o expresion del FGFR3 (en algunas realizaciones, la sobreexpresion).

En algunas realizaciones, el trastorno es un cancer, un tumor y/o un trastorno
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proliferativo de las células. En algunas realizaciones, el cancer, un tumor y/o un
trastorno proliferativo de las células es el mieloma multiple o cancer de vejiga (por
ej., carcinoma de células transicionales), el cancer de mama o el cancer de
higado. En algunas realizaciones, el trastorno es un trastorno esquelético. En
algunas realizaciones, el trastorno es acondroplasia, hipocondroplasia, enanismo,
displasia tanatoforica (TD; formas clinicas TD1 y TDIl), o el sindrome de
craneosinostosis.

En otro aspecto, la invencion presenta el uso de un anticuerpo anti-FGFR3
de la invencién en la preparacion de un medicamento para la inhibicién de la
proliferacién celular. En otro aspecto, la invencion presenta el uso de un
anticuerpo anti~FGFR3 de la invencién en la preparacion de un medicamento para
destruir células. En algunas realizaciones, la célula es una célula de mieloma
multiple. En algunas realizaciones, la célula se destruye por ADCC. En algunas
realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo desnudo. En algunas realizaciones,
la célula sobreexpresa FGFR3.

En otro aspecto, la invencién presenta el uso de un anticuerpo anti-FGFR3
de la invencién en la preparaciéon de un medicamento para el agotamiento de las
células, como por ejemplo células de mieloma muiltiple. En algunas realizaciones,
la célula se destruye por ADCC. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un
anticuerpo desnudo. En algunas realizaciones, la célula sobreexpresa FGFR3.

La invencion presenta métodos y composiciones Gtiles para la modulacion
de trastornos asociadas con la expresion y/o sefializacion del FGFR3, como por
ejemplo la expresién y/o sefializacidn incrementada o expresidn y/o expresion
peligrosa.

Los métodos de la invencion se pueden utilizar para afectar cualquier
estado patolégico adecuado. En la presente se describen trastornos a manera de
ejemplo e incluyen un cancer seleccionado del grupo que consiste en el cancer de
pulmén de células no pequefias, cancer de ovario, cancer de tiroides, cancer
testicular, cancer de endometrio, cancer de cabeza y cuello, cancer cerebral (por
ej., neuroblastoma o meningioma), cancer de piel (por ej., melanoma, carcinoma
de células basales o carcinoma de células escamosas), cancer de vejiga (por e].,
carcinoma de células transicionales), carcinoma mamario, cancer gastrico, cancer
colorrectal (CRC), carcinoma hepatocelular, cancer cervical, cancer de pulmon,
cancer pancreatico, cancer de prostata y malignidades hematoldgicas (por e,
leucemia linfoblastica aguda de células T (T-ALL), leucemia linfoblastica aguda
de células B (B-ALL), leucemia mieldogena aguda (AML), malignidades de células
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B, linfoma de Hodgkin y mieloma mtiple). En algunas realizaciones, el trastorno
es carcinoma invasivo de células transicionales. En algunas realizaciones, el
trastorno es mieloma miltiple.  Otros ejempios de trastornos incluyen los
trastornos esqueléticos tales como acondroplasia, hipocondroplasia, enanismo,
displasia tanatoférica (TD; formas clinicas TD1 y TDH), o sindrome de
craneosinostosis.

En ciertas realizaciones, el cancer expresa FGFR3, FGFR3 amplificado,
FGFR3 traslocado y/o FGFR3 mutado. En ciertas realizaciones, el cancer expresa
FGFR3 activado. En ciertas realizaciones, e! cancer expresa FGFR3 traslocado
(por €]., una traslocacion t(4;14)). En ciertas realizaciones, el cancer expresa
FGFR3 constitutivo. En algunas realizaciones, el FGFR3 constitutivo comprende
una mutacion en el dominio de tirosina quinasa y/o el dominio yuxtamembrana y/o
un dominio de unién al ligando. En ciertas realizaciones, el cancer expresa
FGFR3 independiente de ligandos. En algunas realizaciones, el cancer expresa
FGFR3 dependiente del ligando.

En algunas realizaciones, el cancer expresa FGFR3 que comprende una
mutacion correspondiente a FGFR3-Ib%2*C En algunas realizaciones, el cancer
expresa FGFR3-IlIb 2*%€ y/o FGFR3-11c524¢C,

En algunas realizaciones, el cancer expresa FGFR3 que comprende una
mutacion correspondiente a FGFR3-111b*®%€ En algunas realizaciones, el cancer
expresa FGFR3-IlIb ®°% y/o FGFR3~IIIc X85,

FGFR3 que comprende una mutacion correspondiente a FGFR3-111b5249C,
En algunas realizaciones, el cancer expresa FGFR3—I11b5%%¢ yfo FGFR3-llig 24°C,

En un aspecto, el cancer expresa FGFR3 que comprende una mutacion
correspondiente a FGFR3-11Ib°*7?°. En algunas realizaciones, el cancer expresa
FGFR3-1I1b%7%° y/o FGFR3-lll¢c ®%7°C,

En un aspecto, el cancer expresa FGFR3 que comprenden una mutacion
correspondiente a FGFR3-1IIb"¥°°. En algunas realizaciones, el cancer expresa
FGFR3-11b™%¢ y/o FGFR3-1ilc"373¢,

En algunas realizaciones, el cancer expresa (a) FGFR3-lIIb"®5%€ y (b} uno o
mas de FGFR3-11ib™*%¢, FGFR3-lIb"**C, FGFR3 —IIIb5%**° y FGFR3IlIb %372¢,

En aigunas realizaciones, el cancer expresa (a) FGFR3-I1bR?4¢ Y ®) yno o
mas de FGFR3-lIIb"%% FGFR3—IIb"¥5¢, FGFR3-111b%%* y FGFR3—I11b%%72¢,

En algunas realizaciones, el cancer expresa (a) FGFR3-I1Ib®*72¢Y ® yng o
mas de FGFR3-111b"% FGFR3-1lIb"*7%C, FGFR3-1165%*C y FGFR3-II1HR246C,
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En algunas realizaciones, el cancer expresa FGFR3-I[Ib"2*¢ FGFR3-
IBb"®%%  FGFR3-1IbY%°¢, FGFR3-IIIb 5*°C y FGFR3-llIb S37%C

En ciertas realizaciones, el cancer expresa niveles incrementados de fosfo—
FGFR3, fosfo-FRS2 y/o fosfo-MAPK en comparacién con una muestra control
(por €j., una muestra de tejido normal) o nivel.

En algunas realizaciones, el cancer expresa (por ej., sobre la superficie
celular) aproximadamente 10.000 moléculas de FGFR3 por célula o mas (como
por ejemplo 11.000, 12.000, 13.000, 14.000, 15.000, 16.000, 17.000, 18.000 o
mas receptores FGFR3). En algunas realizaciones, el cancer expresa
aproximadamente 13000 moléculas de FGFR3. En otras realizaciones, el cancer
expresa aproximadamente 5000, 6000, 7000, 8000, o mas moléculas de FGFRS3.
En algunas realizaciones, el cancer expresa menos de aproximadamente 4000,
3000, 2000, 1000, o menos moléculas de FGFR3. En algunas realizaciones, el
cancer expresa menos de aproximadamente 1000 moléculas de FGFR3.

En una realizacién, una célula tomada como objetivo en un método de la
invencion es una célula cancerosa. Por ejemplo, una célula cancerosa puede ser
una celula seleccionada del grupo que consiste en una célula de cancer mamario,
una célula de cancer colorectal, una célula de cancer de pulmon (por ej., una
celula de cancer de puimén de células no pequeiias), una célula de cancer de
tiroides, una célula de mieloma multiple, una célula de cancer testicular, una célula
de carcinoma papilar, una célula de céncer de colon, una célula de cancer
pancreatico, una célula de cancer de ovario, una célula de cancer cervical, una
celula de cancer del sistema nervioso central, una célula de sarcoma osteogénico,
una célula de carcinoma renal, una célula de carcinoma hepatocelular, una célula
de cancer de vejiga (por €j., una célula de una célula de carcinoma de células
transicionales), una célula de carcinoma gastrico, una célula ecamosa de
carcinoma de cabeza y cuello, una célula de melanoma, una célula de leucemia,
una célula de mieloma multiple (por ej. una célula de mieloma mdultiple que
comprende una traslocacién t(4:14) de FGFR3) y una célula de adenoma de colon.
En una realizacién, una célula tomada como objetivo en un método de la
invencion es una célula hiperproliferativa y/o hiperplasica. En otra realizacion, una
celula que es tomada como objetivo en un método de la invencion es una célula
displasica. En otra de las realizaciones, célula que es tomada como objetivo en un

meétodo de la invencién es una célula metastatica.
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En un aspecto, la invencidon presenta métodos para inhibir la proliferacion
celular en un sujeto, método que comprende administrar al sujeto una cantidad
efectiva de un anticuerpo anti-FGFR3 para reducir 1a proliferacion celular.

En un aspecto, la invencidon presenta métodos para destruir una célula en
un sujeto, donde el método que comprende administrar al sujeto una cantidad
efectiva de un anticuerpo anti-FGFR3 para destruir una célula. En algunas
realizaciones, la célula es una célula de mieloma multiple. En algunas
realizaciones, la célula es destruida por la ADCC. En algunas realizaciones, el
anticuerpo es un anticuerpo desnudo. En algunas realizaciones, la célula
sobreexpresa FGFR3.

En un aspecto, la invenciéon presenta métodos para reducir el nimero de
células hasta agotarlas (como por ejemplo células de mieloma multiple) en un
sujeto, donde el método que comprende administrar al sujeto una cantidad
efectiva de un anticuerpo anti-FGFR3 para destruir una célula. En algunas
realizaciones, la célula se destruye por ADCC. En algunas realizaciones, el
anticuerpo es un anticuerpo desnudo. Eﬁ algunas realizaciones, la céiula
sobreexpresa FGFR3.

En un aspecto, la invencién presenta métodos para el tratamiento o
prevencion de un trastorno esquelético. En algunas realizaciones, el trastorno es
acondroplasia, hipocondroplasia, enanismo, displasia tanatoférica (TD; formas
clinicas TD1 y TDIl), o sindrome de craneosinostosis.

Los métodos de la invencidon pueden comprender ademas otros pasos de
tratamiento. Por ejemplo, en una realizacion, un método comprende ademas un
paso en que una célula y/o tejido (por gj., una célula cancercsa) se expone al
tratamiento por radiacion o un agente quimioterapéutico.

En un aspecto, la invencién presenta métodos que comprenden la
administracion de una cantidad efectiva de un anticuerpo anti-FGFR3 en
combinacion con una cantidad efectiva de otro agente terapéutico (tal como un
agente anti-angiogénesis, otro anticuerpo, un agente quimioterapéutico, un agente
citotoxico, un agente inmunosupresor, una prodroga, una citoquina, radioterapia
citotdxica, un corticosteroide, un antiemético, una vacuna contra el cancer, un
analgésico o un agente inhibidor del crecimiento). Por ejemplo, se utilizan
anticuerpos anti-FGFR3 en combinacién con un agente anticanceroso o un
agente antiangiogénico para fratar diversas condiciones neoplasicas o no
neoplasicas. En ejemplos especificos, se utilizan los anticuerpos anti~-FGFR3 en

combinacion con velcade, revlimid, tamoxifeno, letrozol, exemestano, anastrozol,
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irinotecano, cetuximab, fulvestrant, vinorelbina, bevacizumab, vincristina,
cisplatino, gemcitabina, metotrexato, vinblastina, carboplatino, paclitaxel,
docetaxel, pemetrexed, 5-fluorouracilo, doxorubicina, bortezomib, lenalidomide,
dexametasona, melfalin, prednisona, vincristina y/o talidomida.

Dependiendo de la indicacién de cancer especifica a tratar, se puede
combinar la terapia combinatoria de la presente invenciéon con otros agentes
terapeuticos tales como agentes quimioterapéuticos, o terapias adicionales tales
como radioterapia o cirugia. Se pueden emplear numerosos agentes
quimioterapéuticos conocidos en la terapia combinatoria de la presente invencion.
De preferencia, se utilizan los agentes quimioterapéuticos habituales para el
tratamiento de las indicaciones especificas. La dosis o la frecuencia de cada
agente terapéutico que se ha de utilizar en la combinacion es, preferentemente, la
misma o inferior a la dosis o frecuencia del agente correspondiente cuando se lo
utiliza sin el otro u otros agentes.

En otro aspecto, la invencion presenta cualquiera de los anticuerpos anti—
FGFR3 descriptos en la presente, donde el anticuerpo anti—-FGFR3 comprende un
marcador detectable.

En otro aspecto, la invencion presenta un complejo de cualquiera de los
anticuerpos anti-FGFR3 descriptos en la presente y FGFR3. En algunas
realizaciones, el complejo es in vivo ¢ in vitro. En algunas realizaciones, el
complejo comprende una célula cancerosa. En algunas realiiaciones, el

anticuerpo anti-FGFR3 esta marcado en forma detectable.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIGURAS 1-A, 1-B y 1-C: Secuencias bucle de HVR de cadena pesada y
cadena liviana de anticuerpos anti-FGFR3. Las figuras ilustran las secuencias de
HVR de cadena pesada, H1, H2 y H3 y las secuencias de HVR de cadena liviana,
L1, L2 y L3. La numeracion de las secuencias es la siguiente:

Clon 184.6 (HVR-H1 es SEC ID NO: 1; HVR-H2 es SEC ID NO: 2; HVR~
H3 es SEC ID NO: 3; HVR-~L1 es SEC ID NO: 4; HVR-L2 es SEC ID NO: 5; HVR-
L3 es SEC ID NO: 6);

Clon 1846.1 (HVR-H1 es SEC ID NO: 7; HVR-H2 es SEC ID NO: 8;
HVR-H3 es SEC ID NO: 9; HVR-L1 es SEC ID NO: 10; HVR-L2 es SEC ID NO:
11, HVR-L3 es SEC ID NO: 12)
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Clon 184.6.58 (HVR-H1 es SEC ID NO: 13; HVR-H2 es SEC ID NO: 14;
HVR~H3 es SEC ID NO: 15; HVR-L1 es SEC ID NO: 16; HVR-L2 es SEC ID NO:
17; HVR-L3 es SEC ID NO: 18)

Clon 184662 (HVR-H1 es SEC ID NO: 48; HVR-H2 es SEC ID NO: 49;
HVR-H3 es SEC ID NO: 50; HVR-L1 es SEC ID NO: 51; HVR-L2 es SEC ID NO:
52; HVR-L3 es SEC ID NO: 53)

Clon 184.6.21 (HVR-H1 es SEC ID NO: 54; HVR-H2 es SEC ID NO: 55;
HVR-H3 es SEC ID NO: 56; HVR-L.1 es SEC ID NO: 57; HVR-L.2 es SEC ID NO:
58; HVR-L3 es SEC ID NO: 59)

Clon 184.6.49 (HVR-H1 es SEC ID NO: 60; HVR-H2 es SEC ID NO: 61;
HVR-H3 es SEC ID NO: 62; HVR-L1 es SEC ID NO: 63; HVR-L2 es SEC ID NO:
64, HVR-L3 es SEC ID NO: 65)

Clon 184.6.51 (HVR-H1 es SEC ID NO: 66; HVR-H2 es SEC ID NO: 67;
HVR-H3 es SEC ID NO: 68; HVR-L1 es SEC ID NO: 69; HVR-L2 es SEC ID NO:
70, HYR-L3 es SEC ID NO: 71)

Clon 184.6.52 (HVR-H1 es SEC ID NO: 72; HVR-H2 es SEC ID NO: 73;
HVR-H3 es SEC ID NO: 74; HVR-L1 es SEC ID NO: 75; HVR-L2 es SEC ID NO:
76; HVR-L3 es SEC ID NO: 77)

Cion 184.6.92 (HVR-H1 es SEC ID NO: 78; HVYR-H2 es SEC ID NO: 79:
HVR-H3 es SEC ID NO: 80; HVR-L1 es SEC ID NO: 81, HVR-L2 es SEC ID NO:
82; HVR-L3 es SEC ID NO: 83)

Clon 184.6.1.N54S (HVR-H1 es SEC ID NO: 84; HVR-H2 es SEC ID NO:
85; HVR-H3 es SEC 1D NO: 86, HVR-L1 es SEC ID NO: 87; HVR-L2 es SEC ID
NO: 88, HVR-L3 es SEC ID NO: 89)

Clon 184.6.1.N54G (HVR-H1 es SEC ID NO: 90; HVR-H2 es SEC ID NO:
91, HVR-H3 es SEC ID NO: 92; HVR-L1 es SEC ID NO: 93; HVR-L2 es SEC ID
NO: 94; HVR-L3 es SEC ID NO: 95)

Clon 184.6.1.N54A (HVR-H1 es SEC ID NO: 96; HYR-H2 es SEC ID NO:
97, HVR-H3 es SEC ID NO: 98; HVR-L1 es SEC ID NO: 99; HVR-L2 es SEC ID
NO: 100; HVR-L3 es SEC ID NO: 101)

Clon 184.6.1.N54Q (HVR-H1 es SEC ID NO: 102; HVR-HZ2 es SEC ID
NO: 103; HVR-H3 es SEC ID NO: 104; HVR-L1 es SEC ID NO: 105; HVR-L2 es
SEC ID NO: 106; HVR~L3 es SEC ID NO: 107)

Clon 184.6.58.N54S (HVR-H1 es SEC ID NO: 108; HVR-H2 es SEC ID
NO: 109; HVR-H3 es SEC ID NO: 110; HVR-L1 es SEC ID NO: 111; HVR-12 es
SEC ID NO: 112; HVR-L3 es SEC ID NO: 113)
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Clon 184.6.58.N54G (HVR-H1 es SEC ID NO: 114; HVR-H2 es SEC ID
NO: 115; HVR-H3 es SEC ID NO: 116; HVR-L1 es SEC ID NO: 117; HVR-L2 es
SEC ID NO: 118; HVR-L3 es SEC ID NO: 119)

Clon 184.6.58.N54A (HVR-H1 es SEC ID NO: 120; HVR-H2 es SEC ID
NO: 121; HVR-H3 es SEC ID NO: 122; HVR-L1 es SEC ID NO: 123; HVR-L2 es
SEC ID NO: 124; HVR-L3 es SEC ID NO: 125)

Clon 184.6.58.N54Q (HVR-H1 es SEC ID NO: 126, HVR-H2 es SEC ID
NO: 127, HVR-H3 es SEC ID NO: 128; HVR-L1 es SEC ID NO: 129; HVR-L2 es
SEC ID NO: 130; HVR-L3 es SEC ID NO: 131).

Clon 184.6.1.NS D30E (HVR-H1 es SEC ID NO: 143; HVR-H2 es SEC ID
NO: 144; HVR-H3 es SEC ID NO: 145; HVR~-L1 es SEC ID NO: 140; HVR-L2 es
SEC ID NO: 141; HVR-L3 es SEC ID NO: 142).

Las posiciones de aminoacidos estan numeradas de acuerdo con el
sistema de numeracion de Kabat descripto mas adelante.

FIGURA 2A y 2B: ilustran (A) las secuencias de aminoacidos de las
regiones variables de cadena pesada y las regiones variables de cadena liviana de
los anticuerpos anti-FGFR3 184.6.1.N54S, 184.6.58 y 184.6.62 ; y (b) las regiones
hipervariables de los anticuerpos anti-FGFR3 1G6, 6G1y 15B2 .

Las FIGURAS 3A, 3B y 4. ilustran secuencias marco de consenso humanas
ilustrativas de aceptores para usar al poner en practica la presente invencién con
los siguientes identificadores de secuencia:

Marcos de consenso de variables pesadas (VH) (FIG. 3A, 3B)
marco consenso subgrupo VH humana | menos CDRs Kabat (SEC ID NOs: 19 y

203-205)

marco consenso subgrupo VH humana | menos regiones hipervariables
extendidas (SEC ID NOS: 20 y 206-208, 21y 209-211, 22 y 212-214)

marco consenso subgrupo VH humana il menos CDRs Kabat {(SEC ID NOs: 23 y
215-217)

marco consenso subgrupo VH humana Il menos regiones hipervariables
extendidas (SEC |D NOS: 24 y 218-220, 25y 221-223, 26 y 224-226)

marco consenso subgrupo VH humana |l menos extendidas

marco consenso subgrupo VH humana Ill menos CDRs Kabat (SEC ID NOs: 27 y
227-229) |

marco consenso subgrupo VH humana Il menos regiones hipervariables
extendidas (SEC ID NOS: 28 y 230-232, 29 y 233-235, 30 y 236-238)

marco aceptora VH humana menos CDRs Kabat (SEC ID NOs: 31 y 235-241)
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marco aceptor VH humana menos regiones hipervariables extendidas (SEC ID
NOS: 32 y 242-244, 33 y 245-247)
marco aceptora VH humana 2 menos CDRs Kabat (SEC ID NOs: 34 y 248-250)
marco aceptora VH humana 2 menos regiones hipervariables extendidas (SEC 1D
NOS: 35y 251-253, 36 y 254-256, 37 y 257-259)

Marcos de consenso liviana (VL) (FIG. 4)

marco consenso V0L kappa humana subgrupo | (SEC ID NOs: 38 y 260-262)
marco consenso VL kappa humana subgrupo Il (SEC ID NO: 39 y 263-265)
marco consenso V0L kappa humana subgrupo lil (SEC ID NOs: 40 y 266—-268)
marco consenso VL kappa humana subgrupo IV (SEC ID NOs: 41 y 269-271)

FIGURA 5: ilustra secuencias de la regién de marco livianas de cadena
pesada (SEC ID NOS: 42-45) y de cadena pesada (SEC ID NOS: 46, 47, 175,
176) de huMADb4D5-8. Los numeros en superindice/negrita indican lasa
posiciones de aminoacidos de acuerdo con Kabat.

FIGURA 6: ilustra secuencias de regién marco modificadas/variantes de
cadenas liviana (SEC ID NOS: 42, 43, 177, 45) y pesadas (SEC ID NOS: 46, 47,
178 y 176) de huMAb4D5-8. Los numeros en superindice/negrita indican
posiciones de aminoacidos de acuerdo con Kabat.

FIGURA 7: La desactivacion del FGFR3 en células de cancer de vejiga
RT112 inhibe la proliferacién e induce la detencién del ciclo de las células G1 in
vitro y suprime el desarrollo de tumores in vivo. Se clonaron tres ARNsh en un
vector de expresion inducible con Tet. Se establecieron las células RT112 que
expresaban ARNsh de FGFR3 o un ARNsh control con seleccion con puromicina.
(A) Transferencias representativas que exhibian expresidén de FGFR3 en los
clones seleccionados tratados con o sin doxiciclina (Dox, 0, 0,1 y 1 pg/ml, de
izquierda a derecha). (B) Incorporacién de [3H]—timidina por las células RT112
estables. Se cultivaron los clones estables de RT112 con o sin 1 ug/ml doxiciclina
por espacio de 3 dias antes de la incubacién de 16 horas con [PH}~timidina (1 uCi
por pocillo). Se normalizaron los recuentos de [*H]-timidina incorporada a la de
las células sin induccion con doxiciclina. Las barras de error representan el SEM.
(C) Histogramas de citometria de flujo por flucrescencia de las células RT112
estables. Se cultivaron los clones de RT112 que expresaban ARN control o
ARNsh4 de FGFR3 con o sin 1 pg/ml de doxiciclina por espacio de 72 horas y se

colorearon los nidcleos con yoduro de propidio (Pl). Se obtuvieron resultados
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similares en el caso de los ARNsh2 y 6 de FGFR3 (Figura 16). (D) Ei desarrollo
de las células RT112 que expresaban ARNsh control (n=8 por grupo de
tratamiento) o ARNsh4 de FGFR3 (n=11 por grupo de tratamiento) en ratones. Se
dio a los ratones sacarosa al 5% sola o suplementada con 1 mg/ml de doxiciclina y
se midio el tamano de los tumores dos veces por semana. Las barras de error
representan el SEM. Se obtuvieron resultados similares en el caso del ARNsh2 y 6
(Figura 186). Panel inferior. Expresién de la proteina FGFR3 en lisados de
tumores extraidos de tejidos de xenoinjerto de células estables con ARNsh control
0 ARNsh4 de FGFR3.

FIGURA 8: R3Mab bloquea la interaccion FGF/FGFR3. (A) Union selectiva
del FGFR3 humano por R3Mab. Se inmovilizaron proteinas quiméricas Fc
FGFR1—-4 humanas y se las incubé con cantidades crecientes de R3Mab. Se
detectd la unidn especifica empleando un anticuerpo Fab antihumano. (B-C)
Bloqueo de la unidn de FGF1 a FGFR3-1llb (B) o llic (C) humano por R3Mab. Se
detectd la union especifica empleando un anticuerpo policional bioctinilado
especifico de FGF1. (D-E) Bloqueo de la unién de FGF9 a! FGFR3-l1lb (D) o llic
(E) humano por R3Mab. Se detectd la unién especifica mediante el uso de un
anticuerpo policlonal biotinilado especifico para FGF9. Las barras de error
representan el error standard de la media (SEM) y en ocasiones sin de menor
tamanio que los simbolos.

FIGURA 9. R3Mab inhibe la proliferacion de células Ba/F3 impulsada por
FGFR3 de tipo salvaje y mutado. (A) Efecto inhibitorio de R3Mab sobre ia
viabilidad de células Ba/F3 que expresan el FGFR3-lllb humano de tipo salvaje.
S cultivaron las células en medio sin FGF1 (sin FGF1), o en presencia de 10 ng/m!
de FGF1 mas 10 ug/ml de heparina sola (FGF1), o en combinacion con un
anticuerpo control (Control) o R3Mab. Se evalué la viabilidad de las células con
CeliTiter~Glo (Promega) al cabo de 72 h de incubacion con anticuerpos. (B)
Inhibicion de la fosforilacion de FGFR3 y MAPK por R3Mab en células estables
Ba/F3-FGFR3-HIb"". Se trataron las células con 15 ng/m! de FGF1y 10 ug/ml de
heparina (+) o heparina sola (-} por espacio de 10 minutos, después de la
preincubaciéon con un Ab Control (Ctrl), reduciendo la cantidad de R3Mab (1, 0,2,
0,04 pg/ml respectivamente) en PBS, o PBS solo (Simulado) durante 3 horas. Se
sometid a los lisados a inmunotransferencia para evaluar la fosforilacion de
FGFR3 y p44/42 MAPK con anticuerpos para pFGFRY®¥85¢ y pMAPKTN202/Tyr204
respectivamente. (C) Representaciébn esquematica de puntos calientes de

mutacién (“hot spots” de FGFR3 y la frecuencia en el cancer de vejiga (el nimero
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de secuencia expuesto se basa en la secuencia de aminoacidos de la isoforma b
de FGFR3) sobre la base de los datos publicados (32). TM, dominio
transmembrana; TK1 y TK2, dominio de tirosina quinasa 1 y 2. (D-H) Efecto
inhibitorio de R3Mab sobre |a viabilidad de células Ba/F3 que expresan mutantes
de FGFR3 asociadas al cancer. Se obtiene G372C de la isoforma llic y el resto se
obtiene de la isoforma IlIb. La numeracion de las secuencias correspondientes a
todos los mutantes se basa en la secuencia de aminoacidos de la isoforma 1lib de
FGFR3 (incluyendo el mutante G372C, que llevaria el nimero G370C basandose
en la secuencia de aminoacidos de la isoforma lllc de FGFR3). Se evalud la
viabilidad de las células al cabo de 72 horas de incubacidon con anticuerpos como
se describe en (A). Las barras de error representan el SEM.

FIGURA 10: Mapeo de epitopes correspondientes a R3Mab y estructura
cristalina del complejo entre el fragmento Fab R3Mab e IgD2-D3 del FGFR3-IlIb
humano. (A) Epitope determinado por la unién de 13 péptidos que abarcan IgD2-
D3 del FGFR3 humano a R3Mab. Se capturd cada péptido biotinilado en un
pocillo de microtituladora revestido con estreptavidina y se lo incub6é con R3Mab.
Se detectd el R3Mab unido especificamente utilizando un anticuerpo 1gG anti—
humano de cabra. (B) Alineamiento de secuencias de los péptidos de FGFR3
humanos 3 (LAVPAANTVRFRCPA (SEC ID NO: 179) y 11 SDVEFHCKVYSDAQP
(SEC ID NO: 180) con segmentos extracelulares de FGFR1 humano (péptido 3:
HAVPAAKTVKFKCPS (SEC ID NO: 181); péptido 11: SNVEFMCKVYSDPQP
(SEC ID NO: 182)). Los residuos de FGFR1 que participan en la interaccion
primaria FGF2-FGFR1, la unién de heparina y la asociacién receptor—receptor
estan indicados en negrita, cursiva y letra subrayada, respectivamente. La
asignacion funcional de los residuos FGFR1 se basa en Plotnikov et al (34). (C)
Estructura del Fab R3Mab (expuesto en hélice de cintas, cadena liviana gris,
cadena pesada negro) en complejo con IgD2-D3 de FGFR3 humano (indicado en
la superficie molecular, blanco). Los residuos del receptor implicados en la unidén
al ligando y la dimerizacion estan colorados en gris/sombreados con cuadricula y
gris oscuro, respectivamente, basandose en Plotnikov et al (34). (D) El primer
plano de la estructura de los cristales demuestra que las CDR-H3 y —H2 del Fab
constituyen los sitios de mayor interacciéon con IgD2 y IgD3 de FGFR3. (E)
Superposicion del complejo FGFR3-lllc-FGF1 (codige de PDB 1RY7) con el
complejo FGFR3-IlIb-Fab. Se colorearon FGFR3-lllc y FGF1 con gris y gris
oscuro respectivamente. FGFR3-lIIb estd indicado con blanco y el Fab esta
indicado en gris claro en el caso de la cadena liviana, gris oscuro en el de la
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cadena pesada. Se utilizé IgD2 como anclaje para la superposicion. Nétese la
IgD2 bien superpuesta de ambas estructuras y la nueva conformacién adoptada
por IgD3 de FGFR3-lllb al unirse a R3Mab. (F) Otra representacion de la
superposicion del complejo FGFR3-illc-FGF1 (cédigo de PDB 1RY7) con el
complejo FGFR3-llIlb—Fab. FGFR3-lllc y FGF1 aparecen en forma de superficies
moleculares indicadas en grisftextura de malla y gris oscuroftextura de puntos,
respectivamente. FGFR3-Illb esta indicado en blanco y el Fab esta indicado con
gris en el caso de la cadena liviana, negro en el caso de la cadena pesada. Se
utilizo IgD2 como anclaje para la superposicién, Notese la IgD2 bien superpuesta
de ambas estructuras y la nueva conformacién adoptada por IgD3 de FGFR3-lIIb
al unirse a R3Mab.

FIGURA 11: R3Mab inhibe la proliferacion, el desarrollo de los clones y la
sefalizacién de FGFR3 en células de cancer de vejiga que expresan FGFR3%24%¢
de tipo salvaje o mutado. (A) Inhibicién de la incorporacion de [PH]-timidina por
R3Mab en la linea celular de cancer de vejiga RT112. Las barras de error
representan el SEM. (B) Blogueo de la sefalizacion del FGFR3 activada por
FGF1 por R3Mab (15 (g/ml) en la linea celular de cancer de vejiga RT112 en comparacion
con el medio de tratamiento solo (Simulado) o un anticuerpo control (Ctri). Se
inmunoprecipitaron lisados celulares con el anticuerpo anti-FGFR3 y se los evalud
con respecto a la fosforilacién de FGFR3 con un anticuerpo anti—fosfo-tirosina
(4G10). Se sometid a los lisados a inmunotransferencia para detectar la
fosforilacion de AKT (pAKTS473) y p44/42 MAPK (pMAPKThr202/Tyr204). (C)
[nhibicion del desarrollo de los clones por R3Mab (10 (g/ml) en la linea celular de
cancer de vejiga UMUC-14 (que alberga el FGFR35248C) en comparacion con el
medio de tratamiento solo (Simulado) o un anticuerpo control (Ctrl). (D)
Cuantificacién del estudio de (C) que indica el niumero de colonias de mas de 120
(m de diametro por pocillo de un replicado de 12 pocillos. Las barras de error
representan el SEM. P < 3.4 X 10-9 contra Simulado o Ctrl. (E) Inhibicién de la
fosforilacion de FGFR3 en células UMUC-14 por R3Mab (15 (g/ml). Se analizo la
fosforilacion del FGFR3 en (B). Nétese la fosforilacion constitutiva del FGFR3 en
esta linea celular.

FIGURA 12: R3Mab reduce el nivel de estado estable del dimero
FGFR352*%C ligado por disulfuro impulsando el equilibrioc dimero-mondmero hacia
el estado monomérico. (A) Efecto de R3Mab sobre el dimero FGFR3524%C gn
células UMUC-14. Se incubaron las células con R3Mab (15 ug/ml) o un

anticuerpo control (Ctrl) por espacio de 3 horas y se analizaron los lisados de
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células enteras por inmunotransferencia en condiciones no reductoras vy
reductoras. (B) Efecto del bloqueante de sulfhidrilo libre DTNB sobre el equilibrio
dimero FGFR3%***“_mondmero en células UMUC—14. Se trataron las células
UMUC-14 con concentraciones crecientes de DTNB durante 3 horas y se
analizaron los lisados celulares en {A). (C) Efecto de R3Mab sobre &l dimero
FGFR3%%**C recombinante purificado in vitro. El dimero FGFR3%%**C compuesto
por IgD2-D3 fue purificado por columna de exclusion por tamarios y se lo incubd
con PBS (Simulado), un anticuerpo contro! (Ctrl), o R3Mab a 37°C. Se colectaron
las muestras en el momento indicado para el andlisis de inmunotransferencia en
condiciones no reductoras. Se detecté el dimero—mondmero FGFR3 empleando
el anticuerpo 6G1 anti-hibridoma FGFR3 (A-C).

FIGURA 13: R3Mab inhibe el desarrollo de xenoinjertos de células de
cancer de vejiga y el desarrollo de aloinjertos de Ba/F3-FGFR3%%°C  (A) Efecto
de R3Mab sobre el desarrollo de xenoinjertos de cancer de vejiga RT112
preestablecidos en comparacion con el control con vehiculo. n=10 por grupo. {(B)
Inhibicidén de la sefializacién de FGFR3 en tejidos tumorales RT112 por R3Mab.
En un experimento separado, se recogieron tumores por xenoinjertc de RT112
tratados con 15 mg/kg de un anticuerpo control (Ctrl) o R3Mab por espacio de 48
horas o 72 horas (n =3 por grupo), se los homogeneizd y analizé para detectar Ia
activacién de FRS2a y MAPK por inmunotransferencia. (C) Efecto de R3Mab
sobre el crecimiento de aloinjertos preestablecidos de Ba/F3-FGFR35%%¢, n=10
por grupo. (D) Efecto de R3Mab sobre el crecimiento de xenoinjertos
preeestablecidos de cancer de vejiga UMUC-14, n=10 por grupo. (E) Efecto de
R3Mab sobre el dimero FGFR3%%%C y sefializacion en tejidos de tumores UMUC-
14. Se recogieron tumores por xenoinjerto de UMUC-14 tratados con 30 mg/kg
de un anticuerpo control (Ctrl) 0 R3Mab durante 24 horas o 72 horas (n =3 por
grupo), se los homogeneizé y analizd para detectar la activacion del dimero-
mondémero FGFR3%%4%C como asi también MAPK por inmunotransferencia. Se
detectd el dimero—-monémero FGFR3 empleando un anticuerpo policlonal anti—
FGFR3 de conejo sc9007 para evitar la interferencia de la IgG de raton en los
lisados tumorales. Las barras de error representan SEM.

FIGURA 14: La ADCC contribuye a la eficacia antitumoral de R3Mab en
modelos de mieloma mdltiple t{4;14) positivo. (A—B) Efecto de R3Mab sobre el
crecimiento de xenoinjertos de mieloma OPM2 (A) y KMS11 (B) preestablecidos. n
=10 por grupo. (C-F) Citolisis de las lineas celulares de mieloma OPM2 (C) y
KMS11 (D), o las lineas celulares de cancer de vejiga RT112 (E) y UMUC-14 (F)
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inducido por R3Mab en cultivo celular. Se incubaron células de mieloma o cancer
de vejiga con PBMC humanas recién aisladas en presencia de R3Mab o un
anticuerpo control. Se determiné la citotoxicidad midiendo la LDH liberada en el
sobrenadante. (G-H) Efecto de R3Mab o su mutante DANA sobre el crecimiento
de xenoinjertos de mieloma OPM2 (G) y KMS11 (H) preestablecidos. n=10 por
grupo. Las barras de error representan SEM y en ocasiones sin de menor tamafio
que los simbolos.

FIGURA 15: La inactivaciéon de FGFR3 con ARNSsj inhibe la proliferacion
celular de las lineas celulares de cancer de vejiga. Se disefiaron seis a siete
ARNsi de FGFR3 diferentes y tres ARNSsi contro! no especificos y se los sintetizé
en Genentech. Las lineas celulares de cancer de vejiga RT112 (A), SW780 (B),
RT4 (C) y UMUC-14 (D) fueron aplicadas a placas de 96 pocillos (3000 células
por pocillo) y se las dejo adherir de un dia para ofro y se las transfectd
transitoriamente con ARNsi 25 nM en complejo con RNAiMax (Invitrogen). 72 h
después de la transfeccion, se agrego [*H]-timidina (1pCi por pocillo) al cultivo (A,
C y D) durante 16 horas mas de incubacion. Se cuantificé la [*H}-timidina
incorporada con TopCount. Se normalizaron los datos a los de las células
transfectadas con ARNiMax solo (Simulado). Las barras de error representan el
SEM. Panel inferior: Transferencias representativas que demuestran la expresion
de FGFR3 en células con ARNsi transfectado. (B) Se midié la viabilidad de las
células con un CellTiter—Glo (Promega) 96 horas después de la transfeccién. Las
barras de error representan SEM.

' FIGURA 16: La activacion de FGFR3 en ia linea celular de cancer de vejiga
RT112 induce la detencién del ciclo celular de G1 in vitro y suprime el desarrollo
de tumores in vivo. Se disefiaron tres ARN de FGFR3 diferentes y se los clond en
un vector de expresion retroviral de ARNsh inducible por Tet. Se establecieron los
clones RT112 estables que expresaban ARNsh de FGFR3 o ARNsh control con
seleccion por puromicina. (A) Histogramas de citometria de flujo por fluorescencia
de ADN de nucleos coloreados con yoduro de propidio (Pl) obtenidos de células
estables RT112 que expresaban ARNsh2 o ARNsh6 de FGFR3 después del
tratamiento con o sin 1 pg/ml de doxiciclina por espacio de 72 horas. (B) El
crecimiento de células RT112 estables que expresan ARNsh2—4 de FGFR3 (n=11
por grupo de tratamiento) o ARNsh6-16 de FGFR3 (n=10 por grupo de
tratamiento) en ratones nu/nu. Los ratones con tumores recibieron sélo sacarosa

al 5% (circulo pleno) o sacarosa al 5% mas 1 mg/ml de doxiciclina (cuadrado
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pleno) y se midieron los tumores con calibres dos veces por semana. Las barras
de error representan el SEM.

FIGURA 17. Efecto de los anticuerpos anti-FGFR3 por hibridoma 16G,
6G1 y 15B2 sobre la proliferacion de células Ba/F3 impulsada por FGFR3 de tipo
salvaje y mutado. Se generaron anticuerpos por hibridoma anti—-FGFR3
inmunizando ratones BALB/c con FGFR3-Illb /Fc humano o quimera FGFR3-lllc
/Fc humana. Se seleccionaron las células de hibridoma fusionadas utilizando
seleccion con hipoxantina—aminopterina—timidina en Medio D del kit de seleccion
por hibridoma ClonaCell® (StemCell Technologies, Inc., Vancouver, BC, Canada).
Se seleccionaron sucesivamente anticuerpos por hibridoma por su capacidad para
unirse a FGFR3-lIlb y FGFR3-lllc por ELISA y para reconocer el FGFR3 de la
superficie celular por FACS. A continuacion se clonaron los hibridomas
seleccionados limitando la dilucién. 16G, 6G1 y 15B2 son los clones utilizados
para evaluar el efecto sobre la proliferacién de células Ba/F3 que expresan FGFR3
de tipo salvaje o mutado de manera similar a la descripta en la Figura SA. Las
barras de error representan el SEM.

FIGURA 18: Comparacién de los epitopes de R3Mab determinada por
mapeo de péptidos y analisis de la estructura cristalina. (A) Epitope revelado por
la estructura del fragmento Fab de R3Mab en complejo con el segmento
extracelular 1gD2-D3 del FGFR3 humano. Los residuos de FGFR3 en contacto
con el Fab de cadena pesada y cadena liviana estan coloreados en negro y gris,
respectivamente. (B) Ubicacion de ios péptidos 3y 11 en FGFR3.

FIGURA 19: R3Mab inhibe la proliferacion y Senalizacion del FGFR3 en
células de cancer de vejiga que contienen FGFR3%%% de tipo salvaje o mutado.
(A) Inhibicion de la viabilidad celular por R3Mab en la linea celular de cancer de
vejiga RT4. Se evalud la viabilidad de las células con CellTiter-Glo (Promega)
después de 96 h de incubacién con el anticuerpo. Las barras de error representan
el SEM. (B) Bloqueo de la serializacién activada por FGF1 del FGFR3 por R3Mab
(15 ug/ml) en la linea celular de céncer de vejiga RT4. (C) Inhibicion de la
incorporacion de [°H)-timidina por R3Mab en la linea celular de cancer de vejiga
RCC-97-7 (con contenido de FGFR3%%). Las barras de error representan el
SEM. (D) Inhibicion de la fosforilacion del FGFR3 en las células TCC-97-7 por
R3Mab (15 ug/ml). (E) Reduccién del dimero FGFR3%%C en células TCC-97-7 al
cabo de 3 horas de incubacion con R3Mab (15 ug/ml) en comparacidon con un
anticuerpo control (Ctrl).
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FIGURA 20: Efecto de los inhibidores de la endocitosis sobre la
internalizacion de R3Mab vy el dimero FGFR3%24C en células UMUC—-14. (A) los
inhibidores de la endocitosis sobre la internalizacion de R3Mab. Se incubaron
células UMUC-14, pretratadas con diversos inhibidores de la endocitosis o0 DMSO
por espacio de 1 hora a 37°C, con R3Mab (15 ug/ml) durante 3 horas a 37°C para
dar lugar a la internalizacién. Se utilizd un lavado de bajo pH para eliminar el
R3Mab de la superficie celular a fin de visualizar el anticuerpo internalizado. Se
fijaron las células y se las coloreé con IgG antihumana marcada con Alexa 488.
Se captd la imagen empleando microscopia confocal. (B) Efecto de los inhibidores
de la endocitosis sobre el dimero FGFR3%*C en células UMUC-14 tratadas con
R3Mab. Se incubaron células UMUC-14, pretratadas con diversos inhibidores de
la endocitosis o DMSQO por espacio de 1 hora a 37°C, con el simulacro (Banda 1),
un anticuerpo control (Banda 2), o R3Mab (15 ug/ml, Banda 3) durante 3 horas a
37°C. Se analizaron los lisados celulares para detectar la proteina FGFR3 en
condiciones no reductoras o reductoras por inmunotransferencia. Notese que la
clorpromazina (inhibidor de la endocitosis mediada por clatrina) y genisteina
(paninhibidor de la endocitosis) bloquearon la internalizacion de R3Mab, pero no
tuvieron efecto alguno sobre la disminucion def dimero FGFR3%2* inducido por
R3Mab.

FIGURA 21. Sensibilidad para la deteccion de diferentes anticuerpos anti—
FGFR3 del FGFR3%**° monomérico y dimérico en condiciones no reductoras. Se
lisaron células UMUC-14 después del tratamiento con R3Mab (Banda 1), una
IgG1 control (Banda 2), o PBS (Banda 3) por espacio de 3 horas y se someti6 a
los lisados celulares a anélisis de inmunotransferencia en condiciones reductoras
o no reductoras. Noétese que 6G1 {anticuerpo murino por hibridoma generado en
Genentech) detecto tanto el dimero como el monémero FGFR3%%%C, en tanto que
sc9007 (anticuerpo policlonal de conejo, Santa Cruz Biotechnology) o sc13121
(anticuerpo murino por hibridoma, Santa Cruz Biotechnology) detecté de manera
preferente el FGFR3%%4%C dimérico.

FIGURA 22: Efecto de R3Mab sobre la proliferacion de t(4;14)+ células de
mieloma mdltiple. {A) Efecto inhibitorio de R3Mab sobre la incorporacién de [*H)-
timidina por las células UTMC-2. Se cultivaron células UTMC-2 en medio con
contenido de R3Mab o un anticuerpo control en presencia de 25 ng/ml de FGF9 y
5 ug/ml de heparina o heparina sola (Sin FGF9). Al cabo de 6 dias de incubacién,
se agregd [*H]-timidina durante 16 h de incubacién. Se normalizaron los datos a

los de las celulas cultivadas en ausencia de FGF9 y anticuerpo. (B-C) Efecto de

=0
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R3Mab sobre la incorporacion de [*H]-timidina por las células OPM2 (B) y KMS11
(C). Se cultivaron las células en medio FBS al 1,5% con R3Mab o un anticuerpo
control durante 6 dias. Se normalizaron los datos a los de las células sin
tratamiento. Las barras de error representan el SEM.

FIGURA 23: Niveles de expresion de FGFR3 en la superficie celular en
celulas de mieloma y cancer de vejiga. {(A) Expresion de FGFR3 en la superficie
celular en celulas de mieloma y cancer de vejiga evaluada mediante analisis
FACS. Se colorearon las células con mAb de ratén conjugado a ficoeritina contra
el FGFR3 humano (FAB766P, R&D Systems) o el isotipo 1gG1 de ratén control
conjugadc a ficoeritina (BD Pharmingen). (B) Analisis de Scatchard de la
densidad de FGFR3 en células de mieloma y células de cancer de vejiga. Se
radioyod¢é el R3Mab y se lo incubd con células en suspension con exceso de
anticuerpo sin marcar. Después de la incubacion a TA por espacio de 2 horas, las
celulas fueron reducidas a peliets mediante centrifugacion y lavadas dos veces.
Se determiné el '*°| unido especificamente. La densidad del receptor y la afinidad
de unién (Kd) representan la media de dos experimentos de unién.

FIGURA 24: Efecto de R3Mab o su mutante DANA sobre el desarrollo de
xenoinjerto de células de carcinoma vesical. (A) Efecto de R3Mab y su mutante
DANA (50 mg/kg de cada uno) sobre el crecimiento de tumores RT112
preestablecidos. (B) Efecto de R3Mab y su mutante DANA (50 mg/kg de cada
uno) sobre el crecimiento de tumores UMUC-14 preestablecidos. Las barras de
error representan el SEM.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion da a conocer anticuerpos anti~-FGFR3 que son de
utilidad, por ej., para el tratamiento o prevencion de estados de enfermedad
asociados con la expresién y/o actividad de FGFR3, tal como expresion ylo
actividad incrementada o expresién y/o actividad perjudicial. En algunas
realizaciones, los anticuerpos de la invencion se utilizan para tratar un tumor, un
cancer y/o un trastorno proliferativo de las células.

En otro aspecto, los anticuerpos anti-FGFR3 de la invencion son de utilidad
como reactivos para la deteccion y/o aislamiento de FGFR3, como por ejemplo la
deteccion de FGFR3 en diversos tipos de tejidos y células.

La invencion presenta ademas métodos para la preparacién y uso de
anticuerpos anti-FGFR3 y polinucledtidos que codifican los anticuerpos anti—
FGFR3.
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Técnicas generales

Las técnicas y procedimientos descriptos 0 mencionados en la presente son
generalmente conocidas y de utilizados habitualmente con la metodologia
convencional por las personas con capacitacion en la técnica, como por ejemplo
las metodologia de uso generalizado descriptas por Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual 3a. edicion (2001) Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY. CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR
BIOLOGY (F. M. Ausubel, et al. eds., (2003)); la serie METHODS IN
ENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.): PCR 2: A PRACTICAL APPROACH (M. J.
MacPherson, B. D. Hames y G. R. Taylor eds. (1995)), Harlow y Banda, eds.
(1988) ANTICUERPOS, A LABORATORY MANUAL y ANIMAL CELL CULTURE
(R. 1. Freshney, ed. (1987)).

Definiciones

(@  Un anticuerpo “aislado” es aquél que ha sido identificado y separado
y/o recuperado de un componente de su ambiente natural. Los componentes
contaminantes de su ambiente natural son materiales que interferirian con los
usos de diagndstico o terapéuticos del anticuerpo y pueden incluir enzimas,
hormonas y otros solutos proteicos y no proteicos. En las realizaciones preferidas,
el anticuerpo es purificado (1) a mas de 95% en peso del anticuerpo seguin
determinacién por el método de Lowry y muy preferentemente mas de 99% en
peso, (2) hasta un grado suficiente para obtener por lo menos 15 residuos de la
secuencia de aminoacidos N-terminal o interna mediante el uso de un
secuenciador de tazén giratorio o, o (3) hasta la homogeneidad por SDS-PAGE
(electroforesis en gel de dodecil sulfato de sodio y poliacrilamida) en condiciones
reductoras o no reductoras empleando azul Coomassie o, preferentemente, tincion
con plata. El anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ dentro de las células
recombinantes, ya que por lo menos un componente del entorno natural del
anticuerpo no esta presente. Sin embargo, por lo general se prepara el anticuerpo
aislado mediante por lo menos un paso de purificacion.

Una molécula “aislada” de acido nucleico es una molécula de acido nucleico
que es identificada y separada de por lo menos una molécula de acido nucleico
contaminante con la cual esta asociada cominmente en el origen natural del acido
nucleico. Una molécuia aislada de acido nucleico no se encuentra en la forma o
situacion en la que se encuentra en la naturaleza. Por lo tanto, las moléculas de
acido nucleico aisladas se distinguen de la molécula de acido nucleico tal como

existe en las células naturales. Sin embargo, una molécula aislada de acido
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nucleico incluye una molécula de acido nucleico contenida en las células que
normalmente expresan el &cido nucleico (por ejemplo, un acido nucleico que
codifica un anticuerpo) donde, por ejemplo, la molécula de acido nucleico esta en
una ubicacién cromosémica diferente de la de las células naturales.

El termino “numeracion de residuos de dominio variable segin Kabat” o
“‘numeracion de ias posiciones de aminoécidos segln Kabat,” y variaciones de los
mismos, se refiere al sistema de numeracion empleado para los dominios
variables de cadena pesada o les dominios variables de cadena liviana de la
compilacion de anticuerpos encontrados en el trabajo de Kabat et al., Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 5a Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991). Usando este sistema de numeracion,
la secuencia de aminoacidos lineal real puede contener menos © mas aminoacidos
correspondientes al acortamiento o a la insercion en la misma de una FR o CDR
del dominio variable. Por ejemplo, un dominio variable de cadena pesada puede
incluir la insercion de un solo aminoacido (residuo 52a de acuerdo con Kabat)
después del residuo 52 de H2 residuos insertados (por €j. residuos 82a, 82b y 82c,
etc, de acuerdo con Kabat) después del residuo 82 de la FR de cadena pesada.
Se puede determinar la numeracion de residuos de Kabat correspondiente a un
anticuerpo dado alineando las regiones de homologia de la secuencia del
anticuerpo con una secuencia “standard” numeradas segln Kabat.

La frase “sustancialmente similar,” o “sustancialmente igual,” en el presente
contexto, denota un grado de similitud suficientemente elevado entre dos valores
numericos (generalmente uno asociado a un anticuerpo de la invencion y el otro
asociado a un anticuerpo de referencia/comparativo) de tal manera que una
persona con capacitacion en la tecnica considere que la diferencia entre los dos
valores son de poca © ninguna significancia biolégica y/o estadistica dentro del
contexto de la caracteristica biclégica medida por dichos valores (por gj., valores
de Kd). La diferencia entre dichos dos valores es preferentemente inferior a
aproximadamente 50%, preferentemente inferior a aproximadamente 40%,
preferentemente inferior a aproximadamente 30%, preferentemente inferior a
aproximadamente 20%, preferentemente inferior a aproximadamente 10% en
funcién del valor correspondiente al anticuerpo de referencia/ comparativo.

“‘Afinidad de unién” se refiere, en general, a la potencia de la suma total de
interacciones no covalentes entre un Gnico sitio de unién de una molécula (por gj.,
un anticuerpo) y su asociado en la unién (por ej., un antigeno). A menos que se

indique lo contrario, en el presente contexto, “afinidad de union” se refiere a la



45

afinidad de union intrinseca que refleja una interaccion 1:1 entre los miembros de
un par de unién (por ej., anticuerpo y el antigeno). La afinidad de una molécula X
por su asociado Y puede ser representada generalmente por la constante de
disociacion (Kd). Convenientemente, laKdes 1x 107, 1x10°% 5x 107 1x107°
3 x 107 5 x 107, o incluso 1 x 107'° 0 mayor. La afinidad se puede medir
mediante métodos comunes conocidos en la técnica, incluyendo los descriptos en
la presente. Los anticuerpos de baja afinidad se unen al antigeno generalmente
con lentitud y tienden a disociarse facilmente, en tanto que los anticuerpos de alta
afinidad generalmente se unen al antigéno con mas rapidez y tienden a
permanecer unidos durante mas tiempo. En la técnica se conoce una variedad de
metodos para medir la afinidad de unién, cualquiera de los cuales puede ser
utilizado en el marco de la presente invencion. A continuacidon se describen
realizaciones ilustrativas especificas.

En una realizacion, la “Kd” o “valor de Kd” de acuerdo con esta invencion se
mide mediante un ensayo de union radiomarcada al antigeno (RIA) realizado con
la version Fab de un anticuerpo de interés y su antigeno, como se describe en el
siguiente ensayo, que mide la afinidad de unidn en solucién de los Fabs por el
antigeno equilibrando el Fab con una concentracion infima de antigeno marcado
con (**®l) en presencia de una serie de titulacién de antigeno sin marcar, luego
capturando el antigeno unido con una placa revestida con el anticuerpo anti-Fab
(Chen, et al., (1999) J. Mol. Biol. 293:865-881). Para establecer las condiciones
para el ensayo, se revisten placas microtituladoras (Dynex) de un dié para otro
con 5 pg/ml de un anticuerpo anti-Fab anticuerpo de captura (Cappel Labs) e
carbonato de sodio 50 mM (pH 2,6) y seguidamente se lo bloquea con 2% de
(p/v) en PBS durante dos a cinco horas a temperatura ambiente {aproximadamente
23°C). En una placa no absorbente (Nunc #269620), se mezcla ['*°l}-antigeno
100 pM o 26 pM con diluciones en serie de un Fab de interés (por €j., consistente
con la evaluacion de un anticuerpo anti-VEGF, Fab-12, en Presta et al., (1997)
Cancer Res. 57:4593-4599). A continuacion se incuba el Fab de interés de un dia
para otro; sin embargo, la incubacién puede continuar durante un periodo mas
prolongado (por €j., 65 horas) para garantizar que se alcance el equilibrio. A
continuacion, se transfieren las mezclas a la placa de captura para la incubacién a
temperatura ambiente (por ej., durante una hora). Seguidamente se retira ia
solucién y se lava la placa ocho veces con Tween—-20 al 0,1% en PBS. Una vez
secas las placas, se agregan 150 pl/pocillo de centelleante (MicroScint-20;

Packard) y se realiza el recuento de las placas en un contador gamma Topcount
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(Packard) por espacio de diez minutos. Se eligen las concentraciones de cada Fab
que den menos o igual a 20% de la unién maxima para usar en los ensayos de
unién competitiva. De acuerdo con otra realizacion, la Kd o valor Kd se mide
utilizando ensayos de resonancia de plasmoén superficial empleando un
BlAcore™-2000 o un BlAcore™-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25°C con
chips del antigeno inmovilizado CM5 a ~10 de unidades de respuesta (RU). En
pocas palabras, se activan chips biosensores de dextrano carboximetilado (CM5,
BlAcore Inc.) con N-eti-N'- (3—dimetilaminopropil}-carbodiimida clorhidrato
(EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. Se diluye el antigeno con acetato de sodio 10 mM, pH 4,8, en 5 pg/ml
(~0,2 pM) antes de la inyeccion a un caudal de 5 ul/minuto para obtener
aproximadamente 10 unidades de respuesta (RU) de proteina acoplada. Después
de la inyeccion del antigeno, se inyecta etanolamina 1 M para bloquear los grupos
sin reaccionar. Para las mediciones cinéticas, se inyectan diluciones al doble en
serie de Fab (0,78 nM a 500 nM) en PBS con 0,05% de Tween 20 (PBST) a 25°C
a un caudal volumétrico de aproximadamente 25 ul/min. En algunas realizaciones,
se utilizan las siguiente modificaciones para el método de ensayo de resonancia
de plasmbn superficial: se inmoviliza el anticuerpo en chips biosensores CM5 para
obtener aproximadamente 400 RU y para las mediciones cinéticas, se inyectan
diluciones al doble en serie de la proteina objetivo (por €j., FGFR3-lIIb o =llic) (a
partir de 67 nM) en buffer PBST a 25°C con un caudal volumétrico de
aproximadamente 30 ul/minuto. Se calculan los coeficientes de asociacion (kon) ¥
los coeficientes de disociacién (k) empleando un sencillo modelo de unidén uno a
uno de Langmuir (Software de Evaluacién BlAcore version 3.2) ajustando
simultaneamente el sensograma de asociacion y disociacién. Se calcula la
constante disociacion en equilibro (Kd) en terminos de la relacion ky/kon. Véase,
por ej.,, Chen, Y., et al,, (1999) J. Mol. Biol. 293:865-881. Si el coeficiente de
asociacién es superior a 10° M~ S™' segn el mencionado ensayo de resonancia
de plasmoén superficial, luego se determina el coeficiente de asociacion utilizando
una técnica de inactivacion fluorescente que mide el aumento o disminucion de la
intensidad de emision de fluorescencia (excitacion = 295 nm; emision = 340 nm,
16 nm de paso de banda) a 25°C de un anticuerpo antiantigeno 20 nM (forma Fab)
en PBS, pH 7.2, en presencia de concentraciones crecientes del antigeno medidas
en un espectrometro, tal como un espectrémetro equipado con blogueo de fiujo
(Aviv Instruments) o un espectrofotometro SLM-Aminco serie 8000

(ThermoSpectronic) con una cubeta roja con agitacion.



47

Tambien se puede determinar el “coeficiente on” o “coeficiente de
asociacion” o “kq," de acuerdo con esta invencidon con la misma técnica de
resonancia de plasmén superficial descripta anteriormente utilizando un
BlAcore™-2000 o un BlAcore™-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25°C con
chips CM5 con antigeno inmoviliado a ~10 unidades de respuesta (RU). En pocas
palabras, se activan chips biosensores de dextrano carboximetilado (CM5,
BlAcore Inc.) con N—etil-N'- (3-dimetilaminopropil)-carbodiimida clorhidrato
(EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. Se diluye el antigeno con acetato de sodio 10mM, pH 4,8, en 5 ug/ml
(~0,2 uM) antes de la inyeccidon a un caudal de Sp¥minutos para obtener
aproximadamente 10 unidades de respuesta (RU) de proteina acoplada. Después
de la inyeccidn del antigeno, se inyecta etanolamina 1 M para bloquear los grupos
sin reaccionar. Para las mediciones cinéticas, se inyectan diluciones al doble en
serie de Fab (0,78 nM a 500 nM) en PBS con 0,05% de Tween 20 (PBST) a 25°C
a un caudal de aproximadamente 25 pi/min. En algunas realizaciones, se utilizan
las siguientes modificaciones para el método de ensayo de resonancia de plasmén
superficial: se inmoviliza el anticuerpo contra los chips biosensores CM5 para
obtener aproximadamente 400 RU y para las mediciones cinéticas, se inyectan
diluciones en serie al doble de la proteina objetivo (por ej., FGFR3-IlIb o -llic) (a
partir de 67 nM) en buffer PBST a 25°C con un caudal de aproximadamente 30
ul/minuto. Se calculan los coeficientes de asociacion (kon) v los coeficientes de
disociacién (kes) utilizando un sencillo modelo uno a uno de Langmuir (BlAcore
Evaluation Software version 3.2) mediante el ajuste simultaneo del sensograma de
asociacion y disociacion. Se calculd la constante de disociacion en equilibrio (Kd)
en términos de relacion kya'kon. VE€ase, por €j., Chen, Y., et al., (1999) J. Mol. Biol.
293:865-881. Sin embargo, si el coeficiente de activacion es superior a 10° M™
S segun el mencionado ensayo de resonancia de plasmoén superficial, el
coeficiente de activacion se determina preferentemente empleando una técnica de
inactivacion fluorescente que mide el aumento o descenso de la intensidad de la
emision de fluorescencia (excitacién = 295 nm; emisién = 340 nm, 16 nm paso de
banda} a 25°C de un anticuerpo anti-antigeno 20 nM (forma Fab) en PBS, pH 7,2,
en presencia de concentraciones crecientes del antigeno medidas en un
espectrometro tal como un espectrémetro equipado con bloqueo de flujo (Aviv
Instruments) o un espectrofotdmetro SLM-Aminco serie  8000-series
(ThermoSpectronic) con cubeta roja agitadora.
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El termino “vector,” se utiliza en el presente contexto, para referirse a una
molécula de 4cido nucleico con capacidad para transportar otro acido nucleico al
cual se la ha ligado. Un tipo de vector es un “plasmido”, que se refiere a un bucle
de ADN bicatenario circular en el cual se pueden ligar segmentos adicionales de
ADN. Ofro tipo de vector es un vector fago. Otro tipo de vector es un vector viral,
donde se pueden ligar mas segmentos de ADN al genoma viral. Ciertos vectores
tienen la capacidad de replicacidn auténoma en una célula huésped en la cual se
los introduce (por €j., vectores bacterianos que tienen un origen de replica
bacteriano y vectores episomales de mamifero. Se pueden integrar otros vectores
(por ej., vectores no episomales de mamifero) al genoma de una célula huésped
ante la introduccidn en la célula huésped y, de esa manera, se replican junto con
el genoma del huésped. Mas aun, ciertos vectores tienen [a capacidad de dirigir la
expresion de genes a los cuales estan operativamente ligados. En la presente se
hace referencia a dichos vectores como “vectores de expresiéon recombinante”).
En general, los vectores de expresion de utilidad en las técnicas de ADN
recombinante con frecuencia se presentan en forma de plasmidos. En la presente
memoria descriptiva, se puede utilizar “plasmido” y “vector” en forma
intercambiable, ya que el plasmido es la forma de vector utilizada mas
comunmente.

“Polinucledtido,” o “acido nucleico,” utilizados en la presente en forma
intercambiable, se refieren a polimeros de nucledtidos de cualquier longitud e
incluyen ADN y ARN. Los nucleédtidos pueden ser desoxirribonucledtidos,
ribonuclestidos, nucledtidos o bases modificados, y/o sus analogos, o cualguier
sustrato que se pueda incorporar a un polimero mediante ADN o ARN polimerasa,
0 mediante una reaccion de sintesis. Un polinuciedtido puede comprender
nucledtidos modificados tales como nucledtidos metilados y sus analogos. En caso
de estar presente, se puede impartir la modificacion de la estructura de un
nucledtido antes o después del ensamble del polimero. La secuencia de
nucledtidos puede ser interrumpida por componentes no nucleotidicos. Un
polinucledtido puede ser modificado ademas después de la sintesis, como por
ejemplo medianie conjugacién a un marcador. Otros tipos de modificaciones
incluyen, por ejemplo, los “casquetes,” la sustitucion de unc o mas de los
nucledtidos de origen natural con un analogo, modificaciones entre nucledtidos
tales como, por ejemplo, los que tienen ligamientos sin carga (por ej., metil
fosfonatos, fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos, etc.) y con ligamientos
cargados (por ej., fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.), los que contienen restos
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pendientes tales como, por ejemplo, proteinas (por ej., nucleasas, toxinas,
anticuerpos, péptidos sefial, pli-L-lisina, etc.), los que tienen intercaladores (por
gj., acridina, psoraien, etc.), ios que contienen quelantes (por ¢j., metales, metales
radioactivos, boro, metales oxidativos, etc.), los que contienen alquilantes, los que
tienen ligamientos modificados (por €]., acidos nucleicos alfa anoméricos, etc.),
como asi tambien formas no meodificadas del polinucledtido (o polinucledtidos).
Mas aun, cualquiera de los grupos hidroxilo presentes habitualmente en los
azlcares pueden ser reemplazados, por ejemplo, por grupos fosfonato, grupos
fosfato, protegidos por grupos protectores standard standard, o activados para
preparar ligamientos adicionales a nucledtidos adicionales, o se los puede
conjugar a soportes solidos o semisolidos. EI OH 5 y 3’ terminal puede ser
fosforilado o sustituido con aminas o restos de grupos de casquete de 1 a 20
atomos de carbono. También se pueden obtener otros hidroxilos para grupos
protectores standard. Los polinucleétidos también pueden contener formas
analogas de azlcares ribosa o deoxiribosa que son generalmente conocidos en la
técnica, incluyendo, por gjemplo, 2'-O—metil-, 2'-O-alilo, 2'-fluoro—~ o0 2'-azido—
ribosa, analogos de azicar carbociclico, azdcar alfa—anomerico, azlcares
epimériccs tales como arabinosa, xilosas o lixosas, azlcares piranosa, azucares
de furanosa, sedoheptulosas, analogos aciclicos y analogos nucleosidicos basicos
tales como metil ribdsido. Se puede reemplazar uno o mas ligamientos de
fosfodiéster por grupos ligantes alternativos. Estos grupos de ligamiento
alternativos incluyen, aunque no a titulo de limitacién, las realizaciones en las que
se reemplaza el fosfato por P(O)S (“tioato”}, P(S)S (“diticato”), (O)NR:z (“amidato”),
P(O)R, P(O)O', CO o CH , (“formacetal’), en el cual cada R o R es
independientemente H o alquilo sustituido o no sustituido (1-20 C) que
opcionalmente contiene un ligamiento (—O-), arilo, alquenilo, cicloalquilo,
cicloalquenilo o araldilo. No es necesario que todos los ligamienios de un
polinucledtido sean idénticos. La descripcion que antecede se aplica a todos los
polinucleédtidos a que se hace referencia en la presente, incluyendo ARN y ADN.
“‘Oligonucleétido,” en el presente contexto, se refiere generalmente, en
pocas palabras, a polinucledtidos monocatenarios, generalmente sintéticos que
por lo general, aunque no necesariamente, tienen una longitud inferior a
aproximadamente 200 nucledtidos. Los términos ‘“oligonucledtido” vy
“‘polinucledtido” no son mutuamente exclusivos. La descripcion anterior
correspondiente a polinucledtidos es igualmente y completamente aplicable a los

oligonucledtidos.



50

El “porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos” con respecto
a una secuencia de péptido o polipéptido se define en términos del porcentaje de
residucs amincacidos en una secuencia candidata que son idénticos a Ios
residuos aminoacidos de la secuencia peptidica o polipeptidica especifica, una vez
alineadas las secuencias e introducidas las brechas, en caso de ser necesario,
para obtener el maximo porcentaje de identidad de secuencias y sin considerar
las posibles sustituciones conservadoras como parte de la identidad de
secuencias. El alineamiento con el fin de determinar el porcentaje de identidad de
secuencia de aminoacidos se puede obtener de diversas maneras gue son de
conocimiento de los técnicos, por ejemplo utilizando software de computacion
disponible para el publico tal como el programa BLAST, BLAST-2, ALIGN o
Megalign (DNASTAR). Las personas con capacitacion en la técnica pueden
determinar los parametros apropiados para medir el alineamiento, incluyendo
cualquier algoritmo que sea necesario para obtener un alineamiento maximo en
toda la longitud de las secuencias que se estan comparando. En el marco de la
presente, sin embargo, se generan valores de % de identidad de secuencia de
aminoacidos utilizando el programa de computacién de comparacion de
secuencias ALIGN-2, y se presenta un cédigo fuente completo para el programa
ALIGN-2 en la Tabla A expuesta a continuacién. E! programa de computacion de
comparacion de secuencias ALIGN-2 fue autorizado por Genentech, Inc. y el
codigo fuente fue presentado con la documentacién del usuario en la Oficina de
Derechos de Autor de los Estados Unidos (U.S. Copyright Office}, Washington
D.C., 20559, donde se lo ha registrado bajo el No. de Registro de Derechos de
autor No. TXU510087. EI programa ALIGN-2 esta disponible al publico a través
de Genentech, Inc., South San Francisco, California o se lo puede compilar a partir
del cédigo fuente provisto, por ejemplo, en W0O2007/001851. El programa ALIGN—
2 debe ser compilado para usar en un sistema operativo UNIX, preferentemente
UNIX V4.0D digital. Todos los parametros de comparacién de secuencias estan
establecidos por el programa ALIGN-2 y no varian.

En situaciones en que se emplea ALIGN-2 para las comparaciones de
secuencias de aminodacidos, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de
una secuencia de aminoacidos dada A con o contra una secuencia de
aminoacidos dada B (lo que se puede expresar de otra manera como secuencia
de aminoacidos dada A gue tiene o comprende cierto % de identidad de secuencia
de aminoacidos con o contra una secuencia de aminoacidos dada B) se calcula de

la siguiente manera:

Sy
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100 veces la fraccion X/Y

donde X es el numero de residuos aminoacidos puntuados como coincidencias
idénticas por el programa de alineamiento de secuencias ALIGN-2 en el
alineamiento de ese programa de A y B y donde Y es el nimero total de residuos
aminoacidos de B. Se apreciard que cuando la longitud de la secuencia de
aminoacidos A no es igual a la longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de
identidad de secuencia de aminoacidos de A con B no es igual al % de identidad
de secuencia de aminoacidos de B con A.

En algunas realizaciones, dos 0 mas secuencias de aminoacidos son por lo
menos 50%, 60%, 70%, 80%, o 90% idénticas. En algunas realizaciones, dos o
mas secuencias de aminoacidos son por lo menos 95%, 97%, 98%, 99%, o
incluso 100% idénticas. A menos que especificamente se indique lo contrario, todos
los valores de % de identidad de secuencias de aminoacidos empleados en la
presente se obtienen de acuerdo con lo descripto en el parrafo inmediatamente
precedente utilizando el programa de computacién ALIGN-2.

El término “FGFR3" se refiere, en el presente contexto, a menos que se
indique especificamente o en el contexto lo contrario, a cualquier polipéptido de
FGFR3 natural o variante (ya sea natural o sintético) (por ej., la isoforma FGFR3-
lllb o la isoforma FGFR3-lllc). El término ‘“secuencia nativa’ abarca
especificamente formas truncadas de origen natural (por €j., una secuencia de
dominio extracelular 0 una secuencia de subunidad transmembrana), formas
variantes de origen natural (por ej., formas de empalme alternativas) y variantes
alélicas de origen natural. El término “FGFR3 de tipo salvaje” se refiere, en
general, a un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de una
proteina FGFR3 de origen natural. El término “secuencia de FGFR3 de tipo
salvaje” se refiere en general a una secuencia de aminoacidos encontrada en un
FGFR3 de origen natural.

El término ‘ligando de FGFR3,” (denominado, en forma intercambiable
‘FGF") se refiere, en el presente contexto, y a menos que especificamente se indique
o que el contexto indigue lo contrario, a cualquier ligando de FGFR3 nativo o variante
(ya sea natural o sintético) (por ejemplo, un polipéptido FGF1, FGF2, FGF4, FGF8,
FGF9, FGF17, FGF18, FGF23). El término ‘“secuencia nativa” abarca
especificamente las formas truncadas de origen natural (por €j., una secuencia de

domino extracelular o secuencia de subunidad transmembrana), formas variantes
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de origen natural (por €j., formas de empalme alternativo) y variantes alélicas de
origen natural. El término ‘“ligando de FGFR3 de tipo salvaje” se refiere
generaimente a un polipeptido que comprende una secuencia de aminoacidos de
una proteina ligando de FGFR3 de origen natural. El término “secuencia ligando
de FGFR3 de tipo salvaje” se refiere en géneral a una secuencia de aminoacidos
gue se encuentra en un ligando FGFR3 de origen natural.

“Activacion de FGFR3" se refiere a la activacion, o fosforilacién, del receptor
FGFR3. Generalmente, la activacion de FGFR3 da lugar a la transduccion de
sefial (por ej. la causada por un dominio de quinasa intracelular de residuos de
tirosina que fosforilan el receptor FGFR3 en FGFR3 o un polipéptido sustratc). La
activacion de FGFR3 puede ser mediada por la unién del ligando FGFR que se
une al receptor FGFR3 de interés. La unién del ligando FGFR3 (por €j., tal como
FGF1 o FGF9) al FGFR3 puede activar un dominio de quinasa de FGFR3 y de esa
manera da lugar a la fosforilacion de residuos de tirosina en FGFR3 vy/o
fosforilacion de residuos de tirosina en otro polipéptido (o polipéptidos)
adicional(es).

(by  El término "constitutivo” en el presente contexto, como por ejemplo
en lo que respecta a la actividad de quinasa del receptor, se refiere a la actividad
de sefializacion continua de un receptor que no depende de la presencia de un
ligando u otras moléculas activadoras. Dependiendo de la naturaleza del receptor,
toda la actividad puede ser constitutiva o la actividad del receptor puede ser
activada a su vez por la unién de otras moléculas (por ej., ligandos). Los eventos
celulares que llevan a la activacion de los receptores son conocidas entre las
personas con capacitacion normal en la técnica. Por ejemplo, la activacién
puede incluir oligbmeroizacion, por ej., dimerizacién, trimerizacion, etc., para
formar complejos receptores de mas alto orden. Los complejos pueden
comprender una sola especie de proteina, es decir, un complejo homomeérico. Por
otro lado, los complejos pueden comprender por lo menos dos especies de
proteinas diferentes, es decir, un complejo heteromérico. La formacion de
complejos puede ser causado, por ejemplo, por la sobreexpresion de formas
normales 0 mutantes del receptor en la superficie de una célula. La formacion de
complejos también puede ser causada por una mutacion o mutaciones especificas
en un receptor.

(¢)  El término "independiente de ligandos" en el presente contexto, por

. ejemplo en lo que respecta a la actividad de sefalizacion del receptor, se refiere a
la actividad de sefalizacién que no depende de la presencia de un. Un receptor

6>
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que tiene actividad de quinasa independiente de ligandos no excluye
necesariamente la unién del ligando a ese receptor para producir una activacion
adicional de la actividad de quinasa.

(d) El término "dependiente de ligandos" se refiere, en el presente
contexto, por en lo que se aplica a la actividad de sefializacion del receptor, se
refiere a la actividad de sefializacion que depende de la presencia de un ligando.

(e) La frase "amplificacién génica" se refiere a un proceso por el cual se
forman multiples copias de un gen o fragmento génico en una célula o linea celular
especifica. Con frecuencia se hace referencia a la region duplicada (un tramo del
ADN amplificado) como “amplicén”. Habitualmente, la cantidad del ARN mensajero
(ARNm) producido, es decir, el nivel de expresion geénica, también aumenta en la
proporcion del numero de copias realizadas del gen especifico expresado.

(f) Un “inhibidor de la tirosina quinasa” es una molécula que inhibe en
alguna medida la actividad de tirosina quinasa de una tirosina quinasa tal como un
receptor FGFRS3.

Una muestra de cancer o biolégica que “exhibe expresién, amplificacion o
activacion de FGFR3" es aquella que, en una prueba de diagnéstico, expresa
(inclusive sobreexpresa) FGFR3, tiene gen FGFR3 amplificado y/o de otro modo
demuestra la activacion o fosforilacion de un FGFR3.

Una muestra de cancer o biolégica que “exhibe Activacion de FGFR3" es
aquella que, en una prueba de diagnéstico, demuestra la activacion o fosforilacion
de FGFR3. Dicha activacion se puede determinar directamente (por ej. midiendo la
fosforilaciéon del FGFR3 mediante ELISA) o indirectamente.

Una muestra de cancer o biolégica que “exhibe activacién constitutiva del
FGFR3" es aquella que, en una prueba de diagnostico, demuestra la activacién o
fosforilacion constitutiva de un FGFR3. Dicha activacion se puede determinar
directamente (por ej. midiendo la fosforilacion del FGFR3 mediante ELISA) o
indirectamente.

Una muestra de cancer o biolégica que “exhibe amplificacion del FGFR3”
es aquella que, en una prueba de diagnéstico, tiene un gen FGFR3 amplificado.

Una muestra de cancer o biologica que “exhibe Traslocacion del FGFR3" es
aquella que, en una prueba de diagnoéstico, tiene un gen FGFR3 traslocado. Un
ejemplo de traslocacion del FGFR3 es la traslocacién t(4;14), que tiene lugar en
algunos tumores de mieloma multiple.

Un ensayo “fosfo—ELISA” es, en este contexto, un ensayo en el cual se

evalla la fosforilaciSn de uno o mas FGFR3, substrato o moléculas de
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sefalizacion posterior en un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)
empleando un reactivo, por lo general un anticuerpo, para detectar un FGFR3,
sustrato o molécula de sefalizacion posterior fosforiiado. En algunas
realizaciones, se utiliza un anticuerpo que detecta FGFR3 o pMAPK fosforilado. El
ensayo se puede realizar en lisados celulares, preferentemente con muestra
bioldgicas frescas o congeladas.

Una muestra de cancer o bioldgica que “exhibe activacion de FGFR3
independiente de ligandos” es aquella que, en una prueba de diagnéstico,
demuestra activacién independiente de ligandos o fosforilacién de un FGFR3.
Dicha activacion se puede determinar directamente (por ej. midiendo la
fosforilacién del FGFR3 mediante ELISA) o indirectamente.

Una muestra de cancer o bioldgica que “exhibe activacion de FGFR3
dependiente de ligandos” es aquella que, en una prueba de diagndstico,
demuestra activacion dependiente de ligandos o fosforilacién de a FGFR3. Dicha
activacion se puede determinar directamente {por e]. midiendo la fosforilacion del
FGFR3 mediante ELISA) o indirectamente.

Una muestra de cancer o bioldgica que “exhibe activacion de FGFR3
independiente de ligandos” es aquella que, en una prueba de diagnostico,
demuestra independiente de ligandos activacién o fosforilacion de a FGFR3. Dicha
activacion se puede determinar directamente {por ej. midiendo la fosforilacion del
FGFR3 mediante ELISA) o indirectamente.

Una célula cancerosa con “sobreexpresion o amplificacién de FGFR3" es
aquella que tiene niveles significativamente mas elevados de una proteina o gen
FGFR3 en comparacién con una célula no cancerosa del mismo tipo de tejido.
Dicha sobreexpresion puede ser causada por amplificacion génica o por un
incremento de la transcripcion o traduccion. La sobreexpresion o amplificaciéon de
FGFR3 se puede determinar en un ensayo de diagnostico o pronéstico evaluando
los niveles incrementados de la proteina FGFR3 presente n la superficie de una
célula (por ej. mediante un ensayc de inmunohistoquimica, IHC). Por otro lado, o
ademas, se pueden medir los niveles del acido nucleico codificador de FGFR3 en
la célula, por e]. mediante técnicas de hibridacion fluorescente in situ (FISH; véase
WQ0098/45479 publicada en octubre de 1998}, southern blotting o reaccion en
cadena de la polimerasa (PCRY}, tal como PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-
PCR). Aparte de los ensayos mencionados, el técnico capacitado dispone de
diversos ensayos in vivo. Por ejemplo, se puede exponer a las céiuias en el
cuerpc del paciente a un anticuerpo que estd opcionalmente marcado con un
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marcador detectable, por ¢j. un isdtopo radiactivo y se puede evaluar la union del
anticuerpo a las células del paciente, por ej. mediante exploracién externa para
detectar la radiactividad o mediante el analisis de una biopsia tomada del paciente
previamente expuesto al anticuerpo.

(g El término “mutacion”, en el presente contexto, se refiere a una
diferencia en la secuencia de aminoacidos o acido nucleico de la proteina o acido
nucleico especifico (gen, ARN) con respecto a la proteina o acido nucleico de tipo
salvaje, respectivamente. Una proteina o acido nucleico mutado se puede
expresar 0 encontrar en un alelo (heterocigota) 0 ambos alelos (homocigotas) de
un gen y puede ser somatico o de linea germinal. En la presente invencion, las
mutaciones son generalmente somaticas. Las mutaciones incluyen rearreglos de
secuencias tales como inserciones, deleciones y mutaciones puntuales
(incluyendo polimorfismos de un solo nucledtido/aminoéacido).

(h)  "Inhibir" es disminuir o reducir una actividad, funcién y/o cantidad en
comparacion con una referencia.

(1) Un agente posee “actividad o funcién agonista” cuando un agente
imita por lo menos una de las actividades funcionales de un polipéptido de interés
(por &j., ligando de FGFR, tal como FGF1 o0 FGF9).

() Un “anticuerpo agonista”, en el presente contexto, es un anticuerpo
que imita por lo menos una de las actividades funcionales de un polipéptido de
interés (por ¢j., ligando de FGFR, tal como.

(k) “Expresion” de proteinas se refiere a la conversion de la informacién
codificada en un gen en ARN mensajero (ARNm) y luego a la proteina.

)] En el presente contexto, una muestra o célula que “expresa” una
proteina de interés (tal como un receptor FGF o ligando del receptor FGF) es
aquella en la cual se determina que el ARNm que codifica la proteina, o la
proteina, incluyendo fragmentos de la misma, estd presente en la muestra o
celula.

(m) Un * inmunoconjugado” (al que se hace referencia, en forma
intercambiable, como “conjugado anticuerpo—droga” o “ADC") se refiere a un
anticuerpo conjugado a uno o mas agentes citotoxicos, como por ejemplo un
agente quimioterapéutico, una droga, un agente inhibidor del crecimiento, una
toxina (por ej., una toxina proteica, una toxina enzimaticamente activa de origen
bacteriano, fangico, vegetal o animal, o fragmentos de la misma) o un isétopo

radiactivo (es decir, un radioconjugado).
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El termino “Regidon Fc’, en el presente contexto, se refiere en general a un
complejo dimérico que comprende las secuencias polipeptidicas C—terminales de
una cadena pesada de inmunoglobulina, donde la secuencia del polipéptido C—
terminal es aquella que se puede obtener mediante digestién con papaina de un
anticuerpo intacto. La Region Fc puede comprender secuencias Fc nativas o
variantes. Si bien los limites de la secuencia Fc de una cadena pesada de
inmunoglobulina podria variar, la secuencia de Fc de cadena pesada de la I1gG
humana se extiende, como se define habitualmente, desde un residuo aminoacido
aproximadamente en la posicién Cys226, o desde aproximadamente |2 posicion
Pro230, hasta el término carboxilo de la secuencia de Fc. La secuencia de Fc de
una inmunoglobulina comprende generalmente dos dominios constantes, un
dominio CH2 y un dominio CH3 y opcionalmente comprende un dominio CH4. Se
puede suprimir la lisina C-terminal (residuo 447 de acuerdo con el sistema de
numeracion EU) de la regién F¢, por ejemplo, durante la purificacién de! anticuerpo
0 por ingenieria recombinante del acido nucleico que codifica el anticuerpo. En
consecuencia, una composicion que comprende un anticuerpo que presenta una
regién Fc de acuerdo con esta invencion puede comprender un anticuerpo con
K447, donde se ha suprimido la totalidad de K447, o una mezcla de anticuerpos
con y sin el residuo K447.

En el presente contexto “polipéptido F¢” se refiere a uno de los polipéptidos
que constituyen una Region Fc. Un polipéptido Fc puede ser obtenido de
cualquier inmunoglobulina adecuada tal como los subtipos IgGs, 1gG2, 1gG3 o 1gGa,
lgA, IgE, IgD o IgM. En algunas realizaciones, un polipéptido Fc comprende parte
o la totalidad de una secuencia de region bisagra (generalmente en su término N).
En algunas realizaciones, un polipéptido Fc no comprende una secuencia de
region bisagra funcional o de tipo salvaje.

Un anticuerpo “blogqueante” o un anticuerpo “antagonista” es aquel que
inhibe o reduce la actividad bioldgica del antigeno al que se une. Los anticuerpos
blogueantes o anticuerpos antagonistas inhiben por completo la actividad biolégica
del antigeno.

Un “anticuerpo desnudo” es un anticuerpo que no esta conjugado a una
molécula heteréloga, como por ejemplo un resto o radiomarcador citotdxico.

Un anticuerpo que tiene una “caracteristica bioldégica” de un anticuerpo
designado es aquel que posee uno 0 mas de las caracteristicas biolégicas de ese
anticuerpo que las distinguen de otros anticuerpos que se unen al mismo

antigeno.



57

Para el andlisis de seleccion de anticuerpos que se unen a un epitope en
un antigeno unido por un anticuerpo de interés, se puede ejecutar un analisis de
bloqueo cruzado de rutina tal como el descripto en Antibodies, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow and David Banda (1988).

Para incrementar la vida media de los anticuerpos o polipéptidos que
contiene las secuenciés de aminoacidos de la presente invencion, se puede
anexar un epitope de rescate que se une al receptor (especialmente un fragmento
de anticuerpo), de acuerdo con lo descripto, por €j., en la Patente de Estados
Unidos 5.739.277. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico que codifica el
epitope de rescate de unién al receptor puede estar ligada en marco a un Aacido
nucleico que codifica una secuencia de polipéptido de la presente invencion por lo
que la proteina de fusidn expresada por la molécula de acido nucleico modificada
comprende el epitope de rescate de unién al receptor y una secuencia
polipeptidica de la presente invencién. En el presente contexto, el término
“‘epitope de rescate de union al receptor” se refiere a un epitope de la region Fc de
una molécula de 1gG (por €j., 19Gy, 19G2, 1gG; o 1gGs) que es responsable del
aumento de la vida media sérica in vivo de la molécula de I1gG (por e]., Ghetie et
al., Ann. Rev. Immunol. 18:739-766 (2000), Tabla 1). Los anticuerpos con
sustituciones en una Region F¢ de los mismes y con vidas medias incrementadas
en suero también fueron descriptos en W000/42072, WO 02/060919; Shields et
al., J. Biol. Chem. 276:6591-6604 (2001); Hinton, J. Biol. Chem. 279:6213-6216
(2004)). En ofra realizaciéon, tambien se puede incrementar la vida media en
suero, por ejemplo, acoplandolo a otras secuencias de polipéptidos. Por ejemplo,
se pueden acoplar anticuerpos u otros polipéptidos Utiles en los métodos de la
invencion a albdmina sérica o a una porcion de la albamina sérica que se une al
receptor FCRn o a un péptido que se une a !a albimina sérica de manera que la
albumina serica se una al anticuerpo o polipéptido, por ej., secuencias de
polipéptidos que se describen en W0O01/45746. En una realizacion preferida, el
péptido de albumina sérica a acoplar comprende una secuencia de aminoacidos
de DICLPRWGCLW (SEC ID NO: 183). En otra realizacién, se incrementa la vida
media de un Fab por estos métodos. Véase asimismo, Dennis et al. J. Biol.
Chem. 277:35035-35043 (2002) para encontrar secuencias peptidicas que se
unen a la albumina sérica.

El termino “fragmento” se refiere a una porcidn de un polipéptido o molécula
de acido nucleico que contiene, preferentemente, por lo menos 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 0 mas de la longitud total de la molécula
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de acido nucleico o polipéptido de referencia. Un fragmento puede contener 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, o 100, 200, 300, 400, 500, 600, 0 mas nucledtidos o
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 190, 200 aminoacidos o
mas.

La frase “poca o ninguna funcién agonista” con respecto a un anticuerpo de
la invencion, en el presente contexto, significa que el anticuerpo no provoca una
cantidad bioldégicamente significativa de actividad agonista, por €., tras la
administracion a un sujeto. Como es de conocimiento en la técnica, la cantidad de
una actividad se puede determinar en forma cuantitativa o cualitativa, siempre que
se puede efectuar la comparacion entre un anticuerpo de la invencion y una
contraparte de referencia. La actividad se puede medir o detectar de acuerdo con
un ensayo o técnica conocida en el arte, incluyendo, por €j., una de las descriptas
en la presente. La cantidad de una actividad correspondiente a un anticuerpo de la
invencion y su contraparte de referencia se puede determinar en corridas paralelas
0 separadas. En algunas realizaciones, un anticuerpo bivalente de la invencion no
posee funcién agonista sustancial.

Los términos “apoptosis” y “actividad apoptética” se utilizan en un sentido
amplio y se refieren a la forma ordenada o controlada de muerte celular en los
mamiferos, que por lo general va acompanada por uno o mas cambios de
caracteristicas de las células, incluyendo la condensacién del citoplasma, la
pérdida de microvellosidades de la membrana plasmatica, la segmentacion del
nucleo, la degradacién del ADN cromosémico o la pérdida de funcidén mitocondrial.
lLa actividad se puede determinar y medir empleando técnicas conocidas en el
medio, por ejemplo mediante ensayos de viabilidad de las células, analisis FACS o
electroforesis de ADN y, mas especificamente, la unién de anexina V, la
fragmentacion del ADN, el encogimiento de las células, ia dilatacion del reticulo
endoplasmatico, la fragmentaciéon de las células y/o la formacion de vesiculas en
la membrana (denominadas cuerpos apoptéticos).

Los términos “anticuerpo” e “inmunoglobulina” se utilizan en forma
intercambiable en el sentido mas amplio e incluyen anticuerpos monoclonales (por
gj., anticuerpos monoclonales de longitud total o© intactos), anticuerpos
policlonales, anticuerpos multivalentes, anticuerpos multiespecificos (por €],
anticuerpos biespecificos siempre que exhiban la actividad biologica pretendida) y
también pueden incluir ciertos fragmentos de anticuerpos (como se describe mas
adelante en forma mas detallada). Un anticuerpo puede ser humano, humanizado
y/o con afinidad madurada.
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El término “variable” se refiere al hecho de que ciertas porciones de los
dominios variables difieren extensamente en cuanto a la secuencia entre
anticuerpos y se los utiliza en la union y la especificidad de cada anticuerpo
especifico por su antigeno especifico. Sin embargo, la variabilidad no se
distribuye de manera uniforme por ia totalidad de los dominios variables de los
anticuerpos. Se concentra en tres segmentos denominados regiones
determinantes de la complementariedad (CDRs) o regiones hipervariables, tanto
en los dominios variables de cadena liviana como de cadena pesada. lLas
porciones mas altamente concentradas de los dominios variables se denominan
marco (FR). Cada uno de los dominios variables de cadena pesada y liviana
naturales comprende cuatro regiones FR, que en gran parte adoptan una
configuracion de laminas B, conectadas por tres CDRs, que forman bucles que
conectan, y en algunos casos forman parte, de la estructura de laminas . Las
CDRs de cada cadena son mantenidas juntas en estrecha proximidad por las
regiones FR y, con las CDRs de la otra cadena, contribuyen a la formacion del
sitio de union al antigeno de los anticuerpos (véase Kabat et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicion, National Institute of Health,
Bethesda, MD (1991)). Los dominios constantes no estan directamente
implicados en la unién de un anticuerpo a un antigeno, sino que exhiben diversas
funciones efectoras, como por ejemplo la participacion del anticuerpo en la
toxicidad celular dependiente de anticuerpos.

La digestion de anticuerpos con papaina produce dos fragmentos idénticos
de unién al antigeno denominados fragmentos “Fab”, cada uno con un solo sitic de
unién al antigeno y un fragmento “Fc” residual, cuyo nombre refleja su capacidad
para cristalizar facilmente. El tratamiento con pepsina produce un fragmento
F(ab"), que tiene dos sitios de unidon al antigeno y de todas maneras tiene la
capacidad de entrecruzarse con el antigeno.

“Fv” es el minimo fragmento de anticuerpo que contiene un sitio completo
de reconocimiento y unién al antigeno. En una especie de Fv bicatenario, esta
region consiste en un dimero de un dominio variable de cadena pesada y uno de
cadena liviana en intima asociacion no covalente. En una especie de Fv
monocatenario, puede haber un dominio variable de cadena pesada y uno de
cadena liviana ligados en forma covalente por un ligante peptidico flexible de tal
manera que las cadenas liviana y pesada se puedan asociar en una estructura
“dimérica” analoga a la de una especie de Fv bicatenaria. Es en esta configuracién

que las tres CDRs de cada dominio variable interactian para definir un sitio de
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union al antigeno en la superficie del dimero VH-VL. Colectivamente, las seis
CDRs confieren especificidad de unién al antigeno al anticuerpo. Sin embargo,
aun un solo dominio variable {0 la mitad de un Fv que comprende solo tres CDRs
especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse al
antigeno, aunque con una afinidad menor que el sitic de unién completo.

El fragmento Fab contiene asimismo el dominio constante de la cadena
liviana y el primer dominio constante (CH1) de la cadena pesada. Los fragmentos
Fab' difieren de los Fragmentos Fab en la adicién de unos pocos residuos en el
término carboxi del dominio CH1 de la cadena pesada que incluye una o mas
cisteinas de la region bisagra del anticuerpo. Fab'-SH es la designacion en la
presente que se da ai Fab' en el cual el o los residuos de cisteina de los dominios
constantes acarrean un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpos F(ab'),
fueron producidos originalmente en forma de pares de fragmentos Fab' que tienen
cisteinas bisagra entre ellos. También se conocen otros acoplamientos quimicos
de fragmentos de anticuerpos.

Las “cadenas livianas” de los anticuerpos (inmunoglobulinas) de cuaiquier
especie de vertebrados pueden ser asignadas a uno de dos tipos claramente
diferenciados, denominados kappa (k) y lambda (A), basandose en las secuencias
de aminoacidos de sus dominios constantes.

Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus
cadenas pesadas, las inmunoglobulinas pueden ser categorizadas en diferentes
clases. Hay cinco clases principales de inmunogiobulinas: IgA, IgD, IgE, 1gG y IgM
y varias de estas se pueden dividir a su vez en subclases (isotipos), por €., 1gGy,
I9G2, 1gGs, 9G4, IgA1 y IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que
corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan q, d, €, y
y M, respectivamente. Las estructuras de subunidades y las configuraciones
tridimensionales de las diferentes clases de inmunoglobulinas son muy conocidas.
Los “fragmentos de anticuerpos” comprenden sélo una porcion de un anticuerpo
intacto, donde la porcidon conserva preferentemente por 1o menos una,
preferentemente la mayoria o todas las funciones normaimente asociadas a esa
porcion cuando esta presente en un anticuerpo intacto. Entre los ejemplos de
fragmentos de anticuerpos se incluyen fragmentos Fab, Fab', F(ab)2 y Fyv;
diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpos de cadena simple y
anticuerpos multiespecificos formados con fragmentos de anticuerpos. En una
realizacion, un fragmento de anticuerpo comprende un sitio de unién al antigeno
del anticuerpo intacto y, por consiguiente, mantiene la capacidad de unirse al
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antigeno. En otra realizacién, un fragmento de anticuerpo, por ejemplo aquel que
comprende la Region Fe, retiene por lo menos una de las funciones biologicas
normalmente asociadas a la region Fc cuando estd presente en un anticuerpo
intacto, como por ejemplo la unién a FcRn, la modulacién de la vida media del
anticuerpo, la funcién de ADCC y la union a complementos. En una realizacion,
un fragmento de anticuerpo es un anticuerpo monovalente que tiene una vida
media in vivo sustancialmente similar a la de un anticuerpo intacto. Por gj., dicho
fragmento de anticuerpo puede comprender un brazo de unién al antigeno ligado a
una secuencia Fc con capacidad para conferir estabilidad in vivo al fragmento.

El término “regién hipervariable,” “HVR,” o "HV,” utilizado en el presente
contexto se refiere a las regiones de un dominio variable de anticuerpo con
secuencia hipervariable y/o que forma bucles estructuralmente definidos. En
general, los anticuerpos comprenden seis regiones hipervariables; tres en el VH
(H1, H2, H3) y tres en el VL (L1, L2, L3). Hay un numero de determinaciones de
region hipervariable en la practica, que estan abarcadas en la presente. Las
Regiones Determinantes de la Complementariedad de Kabat (CDRs) se basan en
la variabilidad de secuencia y son las utilizadas mas cominmente (Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5a Ed. Public Health Service,
National institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)}). Chothia se refiere, por su
parte, a la ubicacion de los bucles estructurales (Chothia and Lesk, J. Mol. Biol.
196:901-917 (1987)). Las regiones hipervariables AbM representan un trueque
entre las CDRs de Kabat y los bucles estructurales de Chothia y se las utiliza en el
software de modelacidén de anticuerpos AbM de Oxford Molecular. Las regiones
hipervariables “de contacto” se basan en el analisis de las estructuras cristalinas
de los complejos disponibles. A continuacion se consignan los residuos de cada
una de estas regiones hipervariables.

Lazo Kabat AbM Chothia  Contacto

L1 L24-134 L24-134 L26-1L32 L30-L36

L2 L50-L56 L50-L56 L50-L52 L46-L55

L3 L89-1L97 L89-1L97 L91-L96 L89-L96

H1 H31-H35B H26-H35B H26-H32 H30-H35B
{(Numeracion de Kabat)

H1 H31-H35 H26-H35 H26-H32 H30-H35
(Numeracién de Chothia)

H2 H50-H65 H50-H58 H53-H55 H47-HE8
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H3 H95-H102 H95-H102 H96-H101 HI3-H101

Las Regiones hipervariables pueden comprender “regiones hipervariables
extendidas”, a saber: 24-36 0 24-34 (L1), 46-56 o0 50-56 (L2} y 89-97 (L3) en la
VL y 26-35 (H1), 50-65 o0 49-65 (H2) y 93-102, 94-102 0 95-102 (H3) en la VH.
Los residuos de dominio variable estan numerados de acuerdo con Kabat et al.,
antes citado, por cada una de estas definiciones.

Los residuos “Marco” o “FR” son aquellos residuos de dominio variable que
no son los residuos de las regiones hipervariables segin lo definido en la
presente.

Las formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por €j., murinos)
son anticuerpos quimeéricos que contienen una secuencia minima derivada de una
inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados
son inmunoglobulinas humanas {anticuerpo receptor) en las cuales los residuos de
una regién hipervariable del receptor han sido reemplazados por residuos de una
regién hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donador) tal como
ratén, rata, conejo o primate no humano con la necesaria especificidad, afinidad y
capacidad. En algunos casos, se reemplazan los residuos de la region marco
(FR) de la inmunoglobulina humana por los correspondientes residuos no
humanos. Mas aun, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos
gue no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donador. Estas
modificaciones se realizan para refinar aun mas la eficiencia del anticuerpo. En
general, el anticuerpo humanizado comprende sustancialmente la totalidad de por
lo menos uno y tipicamente dos, dominios variables, en los cuales la totalidad o
sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden a los de una
inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente la totalidad de las FRs de
las de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado
también comprende opcionalmente por lo menos una porcion de una region
constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina
humana. Para mas detalles, referirse a 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). Véase asimismo los siguientes articulos de resefia y las
referencias citadas en |la presente: Vaswani and Hamilton, Ann. Allergy, Asthma &
Immunol. 1:105-115 (1998); Rarris, Biochem. Soc. Transactions 23:1035-1038
(1995); Hurie and Gross, Curr. Op. Biotech. 5:428-433 (1994).
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Los anticuerpos “quiméricos” (inmunoglobulinas) tienen una porcidon de la
cadena pesada y/o liviana idéntica u homéloga de las correspondientes
secuencias de los anticuerpos derivados de otras especies ¢ que pertenecen a
otra clase o subclase, como asi también fragmentos de esos anticuerpos, siempre
que exhiban la actividad bioldgica conveniente (Patente de los Estados Unidos No.
4.816.567 y Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)). Un
anticuerpo humanizado es, en el presente contexto, una subserie de anticuerpos
quimeéricos.

Los fragmentos de anticuerpos “Fv de cadena simple” o “scFv’ comprenden
los dominios VH y VL del anticuerpo, donde estos dominios estan presentes en
una unica cadena polipeptidica. Por lo general, el polipéptido scFv comprende
ademas un ligante polipeptidico entre los dominios VH y VL, que permite que el
scFv forme la estructura deseada para la unidén al antigeno. Para ver una resefa
de scFv remitirse a Pluckthun, en The Pharmacology of Anticuerpos
monoclonales, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer—Verlag, New York,
pp. 269-315 (1994).

Un “antigeno” es un antigeno predeterminado al cual se puede unir
selectivamente un anticuerpo. E! antigeno objetivo puede ser un polipéptido,
carbohidrato, acido nucleico, lipido, hapteno u otro compuesto de origen natural ¢
sintético. Preferentemente, el antigeno objetivo es un polipéptido.

El término “diacuerpos” se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpos
con dos sitios de unién al antigeno, fragmentos que comprenden un dominio
variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de cadena
liviana (VL) en la misma cadena del polipéptido (VH - VL). Utilizando un ligando
que es demasiado corto para permitir el apareamiento entre dos dominios de la
misma cadena, se fuerza a los dominios a aparearse con los dominios
complementarios de otfra cadena y generar dos sitios de union al antigeno. Los
diacuerpos se describen mas completamente, por ejemplo en EP 404,097, WO
93/11161 y Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993).

Un “anticuerpo humano” es aquel que posee una secuencia de aminoacidos
que corresponde al de un anticuerpo producido por un humano y/o que ha sido
creado utilizando cualquiera de las técnicas para la creacion de anticuerpos
humanos descriptas en la presente. Esta definicidn de anticuerpo humano excluye
especificamente un anticuerpo humanizado que comprende residuos de unién al

antigeno no humanos.
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Un anticuerpo “con afinidad madurada” es aquel que tiene una o mas
alteraciones en una o mas CDRs del mismo, que den lugar a una mejora de la
afinidad del anticuerpo por el antigeno, en comparacion con un anticuerpo
progenitor que no posee esa alteracion (o alteraciones). Los anticuerpos con
afinidad madurada preferidos tienen afinidades nanomolares o incluso picomolares
por el antigeno objetivo. Los anticuerpos con afinidad madurada son producidos
por procedimientos conocidos en la técnica. Marks et al. Bio/Technology 10:779-
783 (1992) describe la maduracién de la afinidad mediante transposicion
(shuffiing) de los dominios VH y VL. Se describe la mutagénesis al azar de CDR
y/o residuos marco en las obras de: Barbas et al., Proc Nat. Acad. Sci, USA
91:3809-3813 (1994); Schier et al., Gene 169:147-155 (1995); Yelton et al., J.
Immunol. 155;1994-2004 (1995}, Jackson et al., J. Immunol. 154(7):3310-9
(1995} y Hawkins et al., J. Mol. Biol. 226:889-896 (1992).

La expresidon “funciones efectoras” de un anticuerpo se refiere a las
actividades bioldgicas atribuibles a la Regiéon F¢ (una Region Fc de secuencia
nativa o Region Fc de secuencia de aminoacidos variante) de un anticuerpo y
varian con el isotipo de anticuerpo. Entre los ejemplos de funciones efectoras del
anticuerpo se incluyen: la union de C1q y citotoxicidad dependiente del
complemento; union del Fc al receptor; citotoxicidad celular dependiente de los
anticuerpos (ADCC); fagocitosis; regulacion a menos de los receptores de la
superficie celular (por ej., receptor de células B) y activacién de células B.

“Citotoxicidad celular dependiente de los anticuerpos” o “ADCC" se refiere a
una forma de citotoxicidad en la cual la Ig secretada unida a los receptores Fc
(FcRs) presentes en ciertas células citotoxicas (por ej., células Killer (destructuras)
Naturales (NK), neutrdfilos y macrofagos) permiten que estas células efectoras
citotoxicas se unan especificamente a una célula objetivo que acarrea el antigeno
y seguidamente destruyen la célula objetivo con las citotoxinas. Los anticuerpos
‘“arman” a las células citotéxicas y son absolutamente indispensables para dicha
destruccion. Las células primarias para mediar en la ADCC, las células NK,
expresan solo FcyRIll, en tanto que los monocitos expresan FcyRI, FeyRIl y
FcyRINl. La expresion de FcR en las células hematopoyéticas esta resumida en la
Tabla 3 de la pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92
(1991). Para evaluar la actividad de ADCC de una molécula de interés, se puede
ejecutar un ensayo de ADCC in vitro, tal como el descripto en la Patente de
Estados Unidos No. 5.500.362 o 5.821.337 o Presta, Patente de los Estados
Unidos No. 6.737.056. Las células efectoras ventajosas para esos ensayos
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incluyen células mononucleares de sangre periferica (PBMC) y células Killer
Naturales (NK). Por otro lado, 0 ademas, la actividad ADCC de la molécula de
interés puede ser evaluada in vivo, por €., en un modelo animal tal como el
descripto por Clynes et al., PNAS (USA) 95:652-656 (1998).

“Células efectoras humanas” son leucocitos que expresan una o mas FcRs
y cumplen funciones efectoras. Preferentemente, las células expresan por o
menos FcyRIll y cumplen la funcion efectora de ADCC. Los ejemplos de
leucocitos humanos que median en la ADCC incluyen c¢élulas mononucleares de
sangre periférica (PBMC), celulas Killer Naturales (NK), monocitos, células T
citotdxicas y neutrofilos, siendo preferidas las células PBMC y NK. Las células
efectoras pueden ser aisladas de una fuente natural, por ejemplo de la sangre.

Un “receptor Fc” 0 “FcR" describe un receptor que se une a la Regién Fc de
un anticuerpo. EI FcR preferido es un FcR humano de secuencia nativa. Mas
aun, un FcR preferido es aquel que se une a un anticuerpo IgG (un receptor
gamma) e incluye receptores de las subclases FcyRI, FeyRI 'y FeyRIN, inciuyendo
variantes alélicas y formas de empalme alternativo de estos receptores. Los
receptores FcyRIl incluyen FeyRIIA (un “receptor activador”) y FcyRIIB (un
‘receptor inhibidor”), que tienen secuencias de aminoacidos similares que difieren
fundamentalmente en los dominios citoplasmicos de las mismas. El receptor
activador FcyRIA contiene un motivo de activacion del inmunoreceptor con base
de tirosina (ITAM) en su dominio citoplasmico. El receptor inhibidor FcyRIIB
contiene un motive de inhibicion del inmunoreceptor con base de tirosina (ITIM)
en su dominio citoplasmico. (Véase la resefia de M. in Daéron, Annu. Rev.
immunol. 15:203-234 (1997)). Los FcRs fueron resefiados por 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 (1995). Otros FcRs,
incluyendo los que se van a identificar en el futuro, estan abarcados por el término
“FcR” en la presente. E!término incluye asimismo el receptor neonatal, FcRn, que
es responsable por la transferencia de IgGs maternas al feto (Guyer et al., J.
Immunol. 117:587 (1976) and Kim et al.,, J. Immunol. 24:249 (1994)) y regula la
homeostasis de las inmunoglobulinas. WO 00/42072 (Presta) describe variantes
de anticuerpos con unidn mejorada ¢ disminuida a los FcRs. El contenido de esa
publicacidon de patente se incorpora especificamente a la presente como
referencia. Ver, asimismo, Shields et él., J. Biol. Chem. 9(2). 6591-6604 (2001).
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Los métodos para medir la unién a FcRn son conocidos (véase, por €j.,
Ghetie 1997, Hinton 2004). La unién al FcRn humano in vivo y la vida media en
suero de los polipéptidos de unidn al FeRn humano con alta afinidad pueden ser
analizados, por ejemplo, en ratones transgénicos o lineas celulares humanas
transfectadas que expresan el FcRn humano, o en primates a los que se
administran los polipéptidos F¢ variantes.

“Citotoxicidad dependiente del complemento” o “CDC” se refiere a la lisis de
una célula objetivo en presencia del complemento. La activacion de |a via clasica
del complemento se inicia por la union del primer componente del sistema del
complemento (C1q) a los anticuerpos (de la subclase apropiada) que se unen a su
antigeno correspondiente. Para evaluar la activacién del complemento, se puede
ejecutar un ensayo, por ej., el descripto por Gazzano—-Santoro et al., J. immunol.
Métodos 202:163 (1996).

Las variantes de polipéptido con secuencia de aminoacidos alterada de la
Region Fc y capacidad de unién al C1q incrementada ¢ reducida han sido
descriptas en la Patente de Estados Unidos No. 6.194.551B1 y WO 99/51642. El
contenido de esas publicaciones de patente se incorpora especificamente a la
presente como referencia. Ver, ademas, ldusogie et al., J. Immunocl. 164:4178-
4184 (2000).

El término “polipéptido que comprende la Region Fc" se refiere a un
polipéptido, como por ejemplo un anticuerpo o immunoadhesina, que comprende
una Region Fc. La lisina C—terminal (residuo 447 de acuerdo con el sistema de
numeracion de la EU) de la Region Fc se puede suprimir, por ejemplo, durante la
purificacion del polipéptido 0 mediante ingenieria recombinante del acido nucleico
que codifica el polipéptido. En consecuencia, una composicion que comprende un
polipéptido que tiene una Regién Fc de acuerdo con esta invencidon puede
comprender polipéptidos con K447, donde se ha suprimido todo el K447, o una
mezcla de polipéptidos con y sin residuos K447.

Un “marco aceptor humano” es, en el presente contexto, un marco que
comprende la secuencia de aminoacidos de un marco de VL ¢ VH derivado de un
marco de inmunoglobulina humana, 0 de un marco de consenso humano. Un
marco aceptar humano “derivado de” un marco de inmunoglobulina humana o
marco de consenso humano puede comprender la misma secuencia de
aminoacidos de aquella, o puede contener cambios preexistentes en la secuencia
de aminoéacidos. En caso de haber cambios preexistentes de aminoacidos, no ha
de haber mas de 5 y preferentemente 4 o menos, 0 3 0 menos cambios
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preexistentes de aminoacidos. Cuando los cambios de aminodacidos preexistentes
estan presentes en un VH, preferentemente esos cambios estan en sdlo tres, dos,
0 una de las posiciones 71H, 73H y 78H; por ejemplo, los residuos aminoacidos
en esas posiciones pueden ser 71A, 73T, y/o 78A. En una realizacion, el marco
aceptor humano VL es idéntico en secuencia a la secuencia marco de
inmunoglobulina humana VL o la secuencia marco de consenso humano.

Un “marco de consenso humano” es un marco que representa el marco de
residuos aminoacidos que representa el residuo aminodacido de aparicion mas
comun en una seleccidn de secuencias marco VL ¢ VH de inmunoglobulina
humana. Por lo general, la seleccion de secuencias VL o VH humanas es de un
subgrupo de secuencias de dominio variable. En general, el subgrupo de
secuencias es un subgrupo segun Kabat et al. En una realizacion, en el caso de
VL, el subgrupo es el subgrupo kappa | segin Kabat et al. En una realizacién, en
el caso de VH, el subgrupo es el subgrupo Il segun Kabat et al.

Un “marco de consenso de subgrupo lll de VH” comprende |la secuencia de
consenso obtenida de las secuencias de aminoacides en el subgrupo |ll pesado
variable de Kabat et al. En una realizacion, la secuencia de aminoacidos del marco

de consenso de subgrupo Ill de VH comprende por lo menos una porciéon o la

totalidad de cada una de las siguientes secuencias:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEC ID NO: 184)-H1-
WVRQAPGKGLEWYV (SEC ID NO: 185)-H2-

RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYC (SEC ID NO:  186)-H3-
WGQGTLVTVSS (SEC ID NO: 187).

“‘marco de consenso de subgrupo | de VL" comprende la secuencia de
consenso obtenida de las secuencias de aminoacidos en el subgrupc Kappa |
liviano variable de Kabat et al. En una realizacion, la secuencia de aminoacidos
del marco de consenso de subgrupo | de VH comprende por lo menos una porcion
o la totalidad de cada una de las siguientes secuencias:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID NO: 188)-L1-
WYQQKPGKAPKLLIY (SEC ID NO: 189)~L2--
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC ID NO:  190)-L3-
FGQGTKVEIK (SEC ID NO: 191).

En el presente contexto, “mutante de anticuerpo” o "variante de anticuerpo”
se refiere a una secuencia de aminoacidos variante de un anticuerpo en la cual se
ha modificado uno o mas de los residuos aminoacidos del anticuerpo dependiente

de la especie. Dichos mutantes tienen necesariamente menos de 100% de



68

identidad o similitud de secuencia con el anticuerpo dependiente de la especie.
En una realizacién, el anticuerpo mutante tiene una secuencia de aminoacidos con
por lo menos 75% de identidad o similitud de secuencia de aminoacidos con la
secuencia de aminoacidos del dominio variable de la cadena pesada liviana del
anticuerpo dependiente de la especie, mas preferentemente por lo menos 80%,
mas preferentemente por lo menos 85%, mas preferentemente por lo menaos 80%
y muy preferentemente por lo menos 95%. La identidad o similitud con respecto a
esta secuencia se define en la presente como porcentaje de residuos aminoacidos
en la secuencia candidata que son idénticos {es decir, el mismo residuo) o
similares {(es decir un residuo aminoacido del mismo grupo sobre la base de las
propiedades comunes de la cadena secundaria, ver mas adelante) con los
residuos del anticuerpo dependiente de la especie, después de alinear las
secuencias e introducir brechas, en caso de ser necesario, para obtener el
maximo porcentaje de identidad de secuencia. No se debe considerar que ninguna
de las extensiones N-terminales, C—terminales o internas deleciones o inserciones
en la secuencia del anticuerpo fuera del dominic variable afecta la identidad o
similitud de secuencias.

Un “trastorno” o “enfermedad” es cualquier condicién que se pueda afectar
ventajosamente con el tratamiento con una sustancia/molécula o método de la
invencion. Esto incluye trastornos o enfermedades cronicas entre las que se
incluyen las condiciones patolégicas que predisponen al mamifero al trastorno en
cuestion. Entre los ejemplos no limitantes de trastornos a tratar en la presente se
incluyen tumores malignos y benignos; carcinoma, blastoma y sarcoma.

“Tratamiento” se refiere tanto al tratamiento terapéutico y profilactico o a
medidas preventivas. Los que necesitan dicho tratamiento incluyen los que ya
tienen un tumor benigno, precanceroso o no metastatico, como asi tambien
aquellos en los cuales se debe prevenir la aparicion o recurrencia del cancer.

El término “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a una cantidad de
un agente terapéutico para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno en un
mamifero. En el caso de los canceres, la cantidad terapéuticamente efectiva del
agente terapéutico puede reducir el nimero células cancerosas, reduce el tamanio
de los tumores primarios, inhibe (es decir, retarda en alguna medida y
preferentemente detiene) la infiltracién de células cancerosas en los érganos
periféricos, inhibe (es decir, retarda en alguna medida y preferentemente detiene)
las metastasis tumorales; inhibe en alguna medida, el desarrollo de tumores y/o
alivia, en alguna medida, uno o mas de los sintomas asociados al trastorno. El
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grado en que la droga puede prevenir el desarrollo yfo matar las células
cancerosas existentes, puede ser citostatico y/o citotdxico. En el caso de la
terapia contra el cancer, se puede medir la eficacia in vivo, por ejemplo, evaluando
la duracién de la sobrevida, el tiempo transcurrido hasta el avance de la
enfermedad (TTP), las tasas de respuesta (RR), la duracién de la respuesta y/o la
calidad de vida.

Los términos “cancer” y “canceroso” se refieren o describen la condicion
fisiolégica en mamiferos que se caracteriza tipicamente por el crecimiento
descontrolado de las células. Se incluyen en esta definicidn los canceres benignos
y malignos. La expresién “cancer en etapa temprana” o “tumor en etapa temprana”
se refiere a un cancer que no es invasivo ni metastatico o se clasifica como cancer
en Estadio 0, | o Il. Los ejemplos de cancer incluyen, aunque no a titulo de
limitacidn, carcinoma, linfoma, blastoma (incluyendo meduloblastoma vy
retinoblastoma), sarcoma (incluyendo liposarcoma y sarcoma de células
sinoviales), tumores neuroendocrinos (incluyendo tumores carcinoides, gastrinoma
y cancer de células de los islotes), mesotelioma, schwannoma (incluyendo
neuroma acustico), meningioma, adenocarcinoma, melanoma y leucemia o
malignidades linfoides. Entre los ejemplos mas especificos de esos canceres se
incluye el cancer de células escamosas (por ej. cancer de células escamosas
epiteliales), cancer de pulmén incluyendo el cancer de pulmdén de células
pequefias (SCLC), cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC),
adenocarcinoma de pulmén y carcinoma escamoso del pulméon, cancer del
peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico o de estomago incluyendo cancer
gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma, cancer cervical, cancer de
ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma, cancer mamario
(incluyendo cancer mamario metastatico), cancer de colon, cancer rectal, cancer
colorectal, carcinoma endometrial o uterino, carcinoma de las glandulas salivales,
cancer de rifndn o renal, cancer de préstata, cancer de vulva, cancer de tiroides,
carcinoma hepatico, carcinoma anal, carcinoma peneano, cancer testicular, cancer
de esofago, tumores de las vias biliares, como asi también el cancer de cabeza y
cuello y mieloma mualtiple.

El término “precanceroso” se refiere a una condicidn o excrescencia que
por lo general precede al cancer o se desarrolla hasta serlo. Una excrescencia
precancerosa tiene células que se caracterizan por la regulacion, proliferacion o

diferenciacidn anormal del ciclo celular, lo que se puede determinar mediante
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marcadores de la regulacion del ciclo celular, la proliferaciéon o la diferenciacion
celular.

El término "displasia” se refiere a cualquier crecimiento o desarrollo anormal
de un tejido, érganc o céluia. Preferentemente, la displasia es de aito grado o
precancerosa.

El término “metastasis” se refiere a la propagacién del cancer de su sitio
primario a otros puntos del cuerpo. Las celulas cancerosas se pueden desprender
de un tumor primario, penetrar en los vasos linfaticos y sanguineos, circular por el
torrente sanguineo y crecer en un foco distante (metastizar) en los tejidos
normales en otras partes del cuerpo. Las metastasis pueden ser locales o
distantes. La metastasis es un proceso sucesivo, supeditado al desprendimiento
de las células tumorales del tumor primario, que se desplazan por el torrente
sanguineo y se detienen en un sitio distante. En el nuevo sitio, las células
establecen un abastecimiento de sangre y pueden desarrollarse hasta formar una
masa potencialmente letal.

Tanto las vias estimulaterias como inhibitorias dentro de ia célula tumoral
regulan este comportamiento y las interacciones entre las células tumorales y las
células huésped en el sitio distante también son significativos.

La expresion “no metastatico” se refiere a un cancer que es benigho o que
se mantiene en el sitio primario y no ha penetrado en el sistema linfatico o los
vasos sanguineos o a tejidos que no sean los del sitio primario. Por lo general, un
cancer no metastatico es cualquier cancer que se encuentra en el Estadio 0, |, ol
y ocasionalmente un cancer en Estadio lil,

La expresion “tumor primario” o “cancer primario” se refiere al cancer
original y no a una lesién metastatica situada en otro tejido, 6rgano o localizacién
en el cuerpo del sujeto.

La expresion “tumor benigno” o “cancer benigno” se refiere a un tumor que
se mantiene localizado en el sitio de origen y no tiene la capacidad de infiltrarse,
invadir o metastizar a un sitio distante.

La expresion “carga tumoral” se refiere al nUmero de células cancerosas, al
tamario de un tumor, o a la cantidad de cancer en el cuerpo. También se hace
referencia a la carga tumoral como carga de tumores.

La expresidn “numero de tumores” se refiere al nimero de tumores.

La expresion “sujeto” se refiere a un mamifero, incluyendo aunque no a
titulo de limitacion, un mamifero humano o no humano tal como bovino, equino,

canino, ovino o felino. Preferentemente, el sujeto es un humano.

81
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El término “terapia anticancerosa” se refiere a una terapia que sirve para
tratar el cancer. Entre los ejemplos de agentes terapéuticos anticancerosos se
cuentan, aunque no a ftitulo de limitacion, por gj., agentes quimioterapéuticos,
agentes inhibidores del crecimiento, agentes citotoxicos, agentes utilizados en
terapia radiante, agentes anti-angiogénesis, agentes apoptoticos, agentes anti-
tubulina y otros agentes para el tratamiento del cancer, en algunas realizaciones,
anticuerpos anti-CD20, inhibidores de factores de crecimiento derivados de
plaguetas (por €], Gleevec™ (Imatinib Mesilato)), un inhibidor de la COX-2 (por €j.,
celecoxib), interferones, citoquinas, antagonistas (por ej., anticuerpos
neutralizantes) que se unen a uno 0 Mas de los siguientes blancos: receptor o
receptores ErbB2, ErbB3, ErbB4, PDGFR-beta, BlyS, APRIL, BCMA o VEGF,
TRAIL/Apo2 y otros agentes quimicos bioactivos y organicos, etc. En la presente
invencion también se incluyen combinaciones de los mencionados.

El término “agente citotéxico” en el presente contexto se refiere a una
sustancia que inhibe o previene la funcién de las células y/o causa la destruccién

de las células. Se pretende que el término incluya isotopos radiactivos (por ej., 1",

|125 YQO y Re186

), agentes quimioterapéuticos y toxinas tales como toxinas con
actividad enzimatica de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, o fragmentos
de las mismas.

Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico til para el
tratamiento del cancer. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen un
compuesto quimico ventajoso para el tratamiento del cancer. Los ejemplos de
agentes quimioterapéuticos incluyen agentes alquilantes tales como tiotepa y
CYTOXAN® ciclosfosfamida; alquil suifoenatos tales como busulfan, improsulfan y
piposulfan; aziridinas tales como benzodopa, carboquona, meturedopa y uredopa;
etileniminas y metilamelaminas que incluyen altretamina, trietilenmelamina,
trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida y trimetilolomelamina; acetogeninas
(especialmente bulatacina y bullatacinona); una camptotequina (incluyendo el
analogo sintético topotecan), briostatina; calistatina; CC-1065 (incluyendo sus
analogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina);, criptoficinas
(especialmente criptoficina 1 y criptoficina 8), dolastatina; duocarmicina
(incluyendo los analogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1); eleuterobina;
pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina; mostazas de nitrdgenoc tales
como clorambucil, clornafazina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida,
mecloretamina, oOxido de mecloretamina clorhidrato, melfalan, novembicina,

fenesterine, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosureas tales
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como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina y ranimnustina;
antibidticos tales como los antibidticos de enediina (por ej., caliqueamicina,
especialmente caliqueamicina gammal y caliqueamicina omegal’ (véase, por gj.,
Agnew, Chem Intl. Ed. Engl, 33: 183-186 (1994)); dinemicina, incluyendo
dinemicina A; bisfosfonatos tales como c¢lodronato; una esperamicina; como asi
también neocarzinostatina croméforo y antibiéticos cromoforos relacionados de
cormoproteina enediina), aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina,
bleomicinas, cactinomicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina,
cromomicinas, dactinomicina, daunorubicina, detorubicina, 6—diazo—5-oxo-L—
norleucina, ADRIAMICINA® doxorubicina (incluyendo morfolino—doxorubicina,
cianomorfolino—doxorubicina, 2-pirrolino~doxorubicina y desoxidoxorubicina),
epirubicina, esorubicina, idarubicina, marcellomicina, mitomicinas tales como
mitomicina C, acido micofenodlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina,
potfiromicina, puromicina,  quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina,
estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatin, zorubicina; antimetabolitos tales
como metotrexato y 5—fluorouraciloo (5-FU); analogos del acido félico tales como
denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de purina tales
como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina, analogos de
pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6—azauridina, carmofur, citarabina,
didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrégenos tales como
calusterona, dromostanolona propionato, epitiostanol, mepitiostano, testolactona;
antiadrenales tales como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; repositor del acido
félico tal como acido frolinico; aceglatona; aldofosfamida glucésido; acido
aminolevulinico; eniluracil; amsacrina; bestrabucil; bisantrene; edatraxato;
defofamina; demecolcina; diazicuona; elfornitina; acetato de eliptinio; una
epotilona; etoglucid;, nitrato de galio; hidroxiurea; lentinan; lonidainina;
maitansinoides tales como maitansina y ansamitocinas; mitoguazona;
mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarubicina;
losoxantrona; acido podoilinico, 2— etilhidrazida; procarbazina; complejo de
polisacaridos PSK® (JHS Natural Products, Eugene, O); razoxane; rizoxina,
sizofirano;  espirogermanio; acido  tenuazdnico;  friazicuona, 2,2'2"-
triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina
A y anguidina); uretano; vindesina; dacarbazina; mannomustina; mitobronitol;
mitolactol, pipobroman; gacitosina; arabindsido (“Ara-C"); ciclofosfamida; tiotepa;
taxoides, por ¢j., TAXOL® paclitaxel (Bristol- Myers Squibb Oncology, Princeton,
N.J.), ABRAXANE™ sin Creméforo, formulacién de nanoparticulas modificadas
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con albumina de paclitaxel {(American Pharmaceutical Partners, Schaumberg,
lllinois) y TAXOTERE® doxetaxel (Rhéne— Poulenc Rorer, Antony, Francia);
cloranbucil, GEMZAR® gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato;
analogos de platino tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina; platino;
etopésido (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; vincristina; NAVELBINE®
vinorelbina; novantrona; tenipésido; edatrexato; daunomicina; aminopterina;
xeloda; ibandronato; irinotecan (Camptosar, CPT-11) (incluyendo el régimen de
tratamiento de irinotecano con 5-FU y leucovorin), inhibidor de 1a topoisomerasa
RFS 2000; diflucrometilornitina (DMFQ); retinoides tales como &cido retinoico;
capecitabina; combretastatina; VELCADE bortezomib; REVLIMID lenalidomide;
leucovorin (LV); oxalipiatino, incluyendo el régimen de tratamiento con oxaliplatino
(FOLFOX); inhibidores de PKC-alfa, Raf, H-Ras, EGFR (por e€j., erlotinib
(Tarceva™)) y del VEGF-A que reducen la proliferacién celular o las sales, acidos
o derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los citados.

También estan incluidos en esta definicion ios agentes antihnormonales que
actuan regulando o inhibiendo la accién de las hormonas sobre los tumores tales
como antiestrogenos o moduladores selectivos del receptor de estrdgeno
(SERMSs), incluyendo, por ejemplo, tamoxifeno (incluyendo NOLVADEX®
tamoxifeno), raloxifeno, droloxifeno, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, ketoxifeno,
LY117018, onapristona y FARESTON- toremifeno; inhibidores de la aromatasa
que inhiben la enzima aromatasa, que regula la produccién de estrégeno en las
glandulas adrenales, como por ejemplo, 4(5)-imidazoles, aminogiutetimida,
MEGASE® megestrol acetato, AROMASIN® exemestane, formestanie, fadrozol,
RIVISOR® vorozol, FEMARA® letrozol y ARIMIDEX® anastrozol y antiandrégenos
tales come flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolide y goserelina; como asi
también troxacitabina (un analogo del nucleésido citosina de 1,3—dioxolano);
oligonucledtidos antisentido, especialmente 1o que inhiben la expresion de genes
en las vias de senalizacion implicadas en la proliferacion aberrante de las celulas,
como por ejempio, PKC-alfa, Raf y H-Ras, ribozimas tales como un inhibidor de la
expresion del VEGF {por ej., ribozima ANGIOZYME®) y un inhibidor de la
expresion de HERZ2; vacunas tales como vacunas de terapia génica, como por
gjemplo, la vacuna ALLOVECTIN®, la vacuna LEUVECTIN® y la vacuna
VAXID®; PROLEUKIN® riL-2; el inhibidor de Ila topoisomerasa 1
LURTOTECAN®; ABARELIX® rmRH; Vinorelbina y Esperamicinas (ver la patente
de los Estados Unidos No. 4.675.187) y las sales, acidos o derivados

farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los citados.
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El término “prodroga” utilizado en esta solicitud se refiere a una forma
precursora o derivada de una sustancia farmacéuticamente activa que es menos
toxica para las células tumorales en comparacién con la droga progenitora y tiene
la capacidad de activarse enzimaticamente ¢ convertirse en la forma mas activa
de la progenitora. Véase, por ej., Wilman, “Prodrugs in Cancer Chemotherapy”
Biochemical Society Transactions, 14, pp. 375-382, 615a Reunion en Belfast
(1986) y Stella et al., “Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery,”
Directed Drug Delivery, Borchardt et al., (ed.), pp. 247-267, Human Press (1985).
Las prodrogas de la presente invencion incluyen, aunque no a titulo de limitacion,
prodrogas ccn contenido de fosfato, prodrogas con contenido de tiofosfato,
prodrogas con contenido de sulfato, prodrogas con contenido péptidos, prodrogas
modificadas con  D-aminoacidos, prodrogas glucosiladas, prodrogas con
contenidoc de [-lactama, prodrogas con contenido de fenoxiacetamida
opcionalmente sustituida o prodrogas con contenido de fenilacetamida
opcionalmente sustituida, S5-fluorocitosina y otras prodrogas de 5-fluorouridina
que se pueden convertir a la droga libre citotoxica mas activa. Entre los ejemplos
de drogas citotdxicas que se pueden procesar para obtener una forma de
prodroga para usar en la presente invencién se incluyen, aunque no a titulo de
limitacion, los agentes quimioterapéuticos antes descriptos.

La expresion “terapia radiante” se refiere al uso de rayos gamma o rayocs
beta dirigidos para inducir un dafo suficiente a la célula para limitar su capacidad
para funcionar normalmente o para destruir por completo la célula. Se apreciara
que hay muchas maneras conocidas en la técnica para determinar el dosaje y
duracién del tratamiento. Los tratamientos tipicos se administran como
administracion Unica y las dosis tipicas oscilan entre 10 y 200 unidades (Grays)
por dia.

Una “muestra biolégica” (que se denomina en forma intercambiable
‘muestra” 0 "muestra de tejido o células™ abarca una variedad de tipos de
muestras obtenidas de un individuo y que se puede utilizar en un ensayo de
diagnoéstico o monitoreo. La definicion abarca sangre y otras muestras liquidas de
origen bioldgico, muestras de tejidos sdlidos tales como un espécimen de biopsia
o cultivos tisulares o células derivadas de los mismos y la progenie de las mismas.
La definicién incluye ademas las muestras que han sido manipuladas de cualquier
manera después de su extraccion, como por ejemplo mediante tratamiento con
reactivos, solubilizacién o enriquecimiento para ciertos componentes tales como

proteinas o polinucledtidos, ¢ mediante incrustacién en una matriz semisélida o
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solida con fines de seccionamiento. El término “muestra biologica” abarca una
muestra clinica y también incluye celulas en cultivo, sobrenadantes celulares,
lisados celulares, suero, plasma, fluido biologico y muestras de tejidos. El origen
de la muestra bioldgica puede ser un tejido solido como por ejemplo de una
muestra © biopsia o aspirado de organos o tejidos frescos, congelados y/o
preservados; sangre o cualquier constituyente de la sangre; fluidos corporales
tales como fluido cerebroespinal; fluido amniético, fluido peritoneal o fluido
intersticial, células de cualquier etapa de la gestacién o desarrollo del individuo. En
algunas realizaciones, la muestra biolégica se obtiene de un tumor primario o
metastatico. La muestra biolégica puede contener compuestos que no estan
naturalmente entremezclados con el tejido en la naturaleza, como por ejempio
conservantes, anticoagulantes, buffers, fijadores, nutrientes, antibidticos, o
similares.

En el presente contexto “seccién” de una muestra de tejido se refiere a una
sola parte o pieza de una muestra de tejido, por ej., un corte delgado de tejido o
celulas cortadas de una muestra de tejidos. Se entiende que se pueden tomar
muitiples secciones de las muestras de tejidos y someterlas a andlisis de acuerdo
con la presente invencidn. En algunas realizaciones, se analiza la misma seccién
de la muestra de tejidos en los niveles morfolégico y molecular, o se la analiza con
respecto tanto a la proteina como al acido nucleico.

El término “marcador” utilizado en el presente contexto se refiere a un a
compuesto o composicidn que estd conjugado o fusionado directa o©
indirectamente a un reactivo tal como una sonda de acido nucleico o un anticuerpo
y facilita la deteccion del reactivo al cual estd conjugado o fusionado. El marcador
puede ser detectable en si (por ej., marcadores de radioisétopos 0 marcadores
fluorescentes) o, en el caso de un marcador enzimatico, puede catalizar la
alteracion quimica de un compuesto o composicién sustrato que sea detectable.
Composiciones de la invencion y métodos para su preparacién y uso

Esta invencidon abarca composiciones, incluyendo composiciones
farmacéuticas, que comprenden un anticuerpo anti-FGFR3 y polinucleétidos gque
comprenden las secuencias que codifican un anticuerpo anti-FGFR3. En el
presente contexto, las composiciones comprenden uno o mas anticuerpos que se
unen al FGFR3, y/o uno o mas polinucledtidos que comprenden las secuencias
que codifican uno 0 mas anticuerpos que se unen al FGFR3. Estas composiciones

pueden comprender ademas vehiculos adecuados tfales como excipientes
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farmacéuticamente aceptables que incluyen buffers, que son muy conocidos en la
técnica.

La invencibn abarca asimismo realizaciones de anticuerpos vy
polinucledtidos aislados.

La invencion abarca asimismo el método para tratar un trastorno, por e;j.
mieloma mdltiple o carcinoma en etapa transicional (por ej., carcinoma invasivo
en etapa transicional) utilizando un anticuerpo ant—FGFR3 (descripto en la
presente o conocido en la técnica).

Composiciones

Los anticuerpos anti-FGFR3 de la invencidn son preferentemente
monoclonales. También estan abarcados dentro del alcance de la invencién los
fragmentos Fab, Fab', Fab'-SH y F(ab'); de los anticuerpos anti-FGFR3 aqui
presentados. Estos fragmentos de anticuerpos se pueden generar mediante
medios tradicionales tales como digestion enzimatica, o se los puede generar
mediante técnicas recombinantes. Dichos fragmentos de anticuerpos pueden ser
quimericos o humanizados. Estos fragmentos son de utilidad para los fines de
diagnostico y terapéuticos expuestos a continuacion.

Los anticuerpos monoclonales se obtienen de una poblacién de anticuerpos
sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacion son idénticos, excepto por las mutaciones posibles de
origen natural que puedan estar presentes en cantidades infimas. Por
consiguiente, el adjetivo “monoclonal” indica que el caracter del anticuerpo no es
el de una mezcla de anticuerpos discretos.

Los anticuerpos monoclonales anti-FGFR3 de la invencién se pueden
preparar utilizando el método de hibridoma descripto por primera vez por Kohler et
al., Nature, 256:495 (1975), o se los puede preparar mediante métodos de ADN
recombinante (Patente de los Estados Unidos No. 4.816.567).

En el metodo del hibridoma, se inmuniza un ratén u otro animal huésped
apropiado tal como un hamster, para producir linfocitos que producen o son
capaces de producir anticuerpos que se unan especificamente a la proteina
utilizada para la inmunizacion. Se pueden generar anticuerpos para FGFR3 en
animales por medio de multiples inyecciones subcutaneas (sc) o intraperitoneales
(ip) de FGFR3 y un adyuvante. El FGFR3 se puede preparar utilizando métodos
muy conocidos en la técnica, algunos de los cuales se describen adicionalmente
en la presente. Por ejemplo, a continuacién se describe la produccion

recombinante de FGFR3 humano y de ratéon. En una realizacién, se inmuniza a
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los animales con un FGFR3 fusionado a la porcidon Fc de una cadena pesada de
inmunoglobulina. En una realizacién preferida, se inmuniza a ios animales con
una proteina de fusion FGFR3-IgG1. Normalmente se inmuniza a los animales
contra conjugados inmunogénicos ¢ derivados de FGFR3 con monofosforil lipido A
(MPL)/trehalosa dicrinomicolatoc (TDM) (Ribi Immunochem. Research, Inc.,
Hamilton, MT) y se inyecta la solucién por via intradérmica en multiples sitios. Dos
semanas mas tarde se da un refuerzo a los animales. Se extrae sangre de los
animales 7 a 14 dias después y se analiza el suero para la titulacion de anti—
FGFR3. Se dan refuerzos a los animales hasta que el titulo alcanza una meseta.

Por otro lado, se pueden inmunizar linfocitos in vitro. A continuacion se
fusionan los linfocitos con celulas de mieloma utilizando un agente de fusién
adecuado tal como polietilen glicol, para formar una célula de hibridoma (Goding,
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp.59—103 (Academic Press,
1986)).

Las células de hibridoma asi preparadas son sembradas y cultivadas en un
medio de cultivo adecuado que preferentemente contiene una o mas sustancias
que inhiben el crecimiento o supervivencia de las células de mieloma parentales
no fusionadas. Por ejemplo, si las células de mieloma parentales carecen de la
enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de
cultivo para los hibridomas ha de incluir tipicamente hipoxantina, aminopterina y
timidina (medic HAT), sustancias que previenen e! crecimiento de células con
deficiencia de HGPRT.

Las células de mieloma preferidas son las que se fusionan con eficiencia,
sostienen un alto nivel de produccidn estable del anticuerpo por las células
productoras de anticuerpos seleccionadas y son sensibles a un medio tal como un
medio HAT. Entre estas, las lineas celulares de mieloma preferidas son lineas de
mieloma murino, tales como las derivadas de tumores de ratén MOPC-21 y MPC—
11 disponibles en el Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, California
USA y celulas SP-2 o X83-Ag8-653 existentes en la American Type Culture
Collection, Rockville, Maryland USA. También se han descripto lineas celulares
de mieloma humano y heteromieloma ratén-humano para la produccion de
anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984);
Brodeur et al., Monoclonal Anticuerpo Production Techniques and Applications, pp.
51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)).

El medio de cultivo en el cual se estan desarrollando las células de
hibridoma es analizado para detectar la producciéon de anticuerpos monoclonales
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dirigidos contra el FGFR3. Preferentemente, se determina la especificidad de
union de los anticuerpos monoclonales producidos por las células de hibridoma
mediante inmunoprecipitacion o mediante un ensayo de union in vitro, como por
ejemplo radioinmunoensayo (RIA) o ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA).

La afinidad de unién del anticuerpo monoclonal se puede determinar, por
ejemplo, mediante el analisis de Scatchard de Munson et al., Anal. Biochem.,
107:220 (1980).

Una vez identificadas las células de hibridoma que producen anticuerpos de
la especificidad, afinidad y/o actividad pretendida, se pueden subclonar los clones
mediante procedimientos de dilucién limitantes y cultivarlos por métodos standard
(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp.59-103 (Academic
Press, 1986)). Los medios de cultivo adecuados para este fin incluyen, por
ejemplo, el medio D-MEM o RPMI-1640. Ademas, las células de hibridoma se
pueden cultivar in vivo como tumores asciticos en un animal.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones son separados
adecuadamente del medio de cultivo, el fluido de ascitis o el suero por
procedimientos convencionales de purificacion de inmunoglobulinas tales como,
por ejemplo, proteina A-Sepharose, cromatografia de hidroxilapatita,
electroforesis en gel, didlisis o cromatografia de afinidad.

Los anticuerpos anti-FGFR3 de la invencion se pueden preparar
empleando bibliotecas de combinaciones para seleccionar clones sintéticos del
anticuerpo con la actividad o actividades pretendidas. En principio, los clones de
anticuerpo sintéticos son seleccionados mediante el analisis de deteccidon de
bibliotecas de fagos que contienen fagos que exhiben diversos fragmentos de la
region variable de! anticuerpo (Fv) fusionados a la proteina de envoltura de fagos.
Dichas bibliotecas de fagos son exploradas por cromatografia de afinidad contra el
antigeno indicado. Los clones que expresan fragmentos Fv con capacidad para
unirse al antigeno pretendido son adsorbidos en el antigeno y de esa manera
separados de los clones sin unién de la biblioteca. A continuacién se eluyen los
anticuerpos anti-FGFR3 de la invencion disefiando un procedimiento de seleccién
de antigenos adecuado para seleccionar para el clon de fago de interés después
de la construccion de un anticuerpo anti-FGFR3 de longitud total utilizando las
secuencias Fv del clon de fago de interés y las secuencias de region constante

(Fc) adecuadas descriptas en la obra de Kabat et al., Sequences of Proteins of
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Immunological Interest, Quinta Edicién, NIH Publication 91-3242, Bethesda MD
(1991), vols. 1-3.

El dominio de unién al antigeno de un anticuerpo esta formado por dos
regiones variables (V) de aproximadamente 110 aminoacidos, una de cada una de
las cadenas liviana (VL) y pesada (VH), que presentan en ambos casos tres
bucles hipervariables o regiones determinantes de la complementariedad (CDRs).
Los dominios variables se pueden exhibir funcionalmente en fagos, ya sea en
forma de fragmentos Fv de cadena simple (scFv), en los cuales VH y VL estan
ligando covalentemente por medio de un péptido flexible corto, o en forma de
Fragmentos Fab, en los cuales cada uno de ellos esta fusionadoc a un dominio
constante e interactua en forma no covalente, de acuerdo con lo descripto por
Winter et al., Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994). En el presente contexto,
los scFv que codifican clones de fagos y los Fab que codifican clones de fago se
denominan colectivamente “clones de fagos Fv” o “clones Fv".

Se pueden clonar por separado repertorios de genes VH y VL mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y recombinarlos aleatoriamente en
bibliotecas de fagos, que a continuacion pueden ser explorados para detectar
clones de unién al antigeno de acuerdo con lo descripto por Winter et al., Ann.
Rev. Immunol., 12: 433455 (1994). Las biblictecas de fuentes inmunizadas
ofrecen anticuerpos de alta afinidad por los anticuerpos para el inmundgeno sin
necesidad de construir hibridomas. Por otro lado, se puede clenar el repertorio sin
tratamiento para producir una sola fuente de anticuerpos humanos para una
amplia gama de auto— y no auto—antigenos sin inmunizaciéon alguna, segun lo
descripto por Giiffiths et al., EMBO J, 12: 725-734 (1993). Por (ltimo, también se
pueden preparar bibliotecas sin tratamiento sintéticamente clonando los
segmentos de de genes V sin rearreglo de células madre y utilizando cebadores
de PCR con contenido de secuencias aleatorias para codificar las regiones COR3
sumamente variables y para lograr el rearreglo in vitro de acuerdo con lo descripto
por Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992).

Se utiliza fago filamentoso para exhibir fragmentos de anticuerpos mediante
fusidn a la proteina de envoltura menor plll. Los fragmentos de anticuerpos se
pueden exhibier en forma de fragmentos Fv de cadena simple, en los cuales los
dominios VH y VL estan conectados en la misma cadena polipeptidica por un
espaciador polipeptidico flexible, por j., de acuerdo con lo descripto por Marks et
al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991), o en forma de Fragmentos Fab, en los

cuales una cadena se fusiona a plll y la otra se secreta en el periplasma de la

<0
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célula huesped bacteriana donde el ensamble de una estructura Fab—proteina de
envoltura se exhibe en la superficie del fago desplazando parte de las proteinas de
envoltura de tipo salvaje, por €j., como se describe en la obra de Hoogenboom et
al., Nucl. Acids Res., 19: 4133—4137 (1991).

En general, los &cidos nucleicos que codifican fragmentos génicos de
anticuerpos se obtienen de células inmunes cosechadas de humanos o animales.
Si se desea una biblioteca inclinada a favor de clones anti-FGFR3, se inmuniza al
individuo con FGFR3 para generar una respuesta al anticuerpo y se recuperan
esplenocitos yfo células B circulantes que no son linfocitos de sangre periférica
(PBLs) para la construccion de la biblioteca. En una realizacion preferida, se
obtiene una biblioteca de fragmentos génicos de anticuerpos humanos inclinada a
favor de clones anti-FGFR3 generando una respuesta anti—-FGFR3 del anticuerpo
en ratones transgenicos que acarrean una serie de genes de inmunoglobulina
humana funcional (y que carecen de un sistema endégeno funcional de
produccion de anticuerpos) de tal manera que la inmunizacion con FGFR3 de
origen a células B que producen anticuerpos humanos contra FGFR3. Mas
adelante se describe la generacion de ratones transgénicos productores de
anticuerpos humanos.

Se puede obtener el enriquecimiento adicional para poblaciones de células
reactivas anti-FGFR3 utilizando un procedimiento de seleccion adecuado para
aislar celulas B que expresan un anticuerpo unido a la membrana especifico para
FGFR3, por ej., mediante la separacién de células con cromatografia de afinidad
de FGFR3 o adsorcién de células en el FGFR3 marcados con fluorécromo
seguidos por clasificacion de células activadas por flujo (FACS).

Por otro lado, el uso de esplenocitos y/o células B u otros PBLs de un
donador no inmunizado ofrece una mejor representacion del posible repertorio de
anticuerpos y también permite la construccién de una hiblioteca de anticuerpos
utilizando cualquier especie animal (humano o no-humano) en la cual el FGFR3
no es antigénico. En el caso de bibliotecas que incorporan la construccion de
genes de anticuerpos in vitro, se cosechan células madre del individuo para
obtener acidos nucleicos que codifican segmentos génicos de anticuerpos sin
rearreglo. Se pueden obtener las células inmunes de interés de una variedad de
especies animales tales como especies humana, de ratén, rata, lagomorfa, luprina,
canina, felina, porcina, bovina, equina y aviar, etc.

Se recuperan los acidos nucleicos que codifican segmentos génicos

variables de anticuerpos (incluyendo segmentos VH y VL) de las células de interés
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y se los amplifica. En el caso de las bibliotecas de genes VH y VL rearreglados, se
puede obtener el ADN buscado aislando ADN genémico o ARNm de linfocitos y
luego ejecutando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores
que coinciden con los extremos 5 y 3’ de los genes VH y VL rearreglados de
acuerdo con lo descripto por Orlandi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 86:; 3833-
3837 (1989), creando asi diversos repertorios de genes V para la expresion. Los
genes V se pueden amplificar del ADNc y ADN gendmico con cebadores inversos
en el extremo &' del exdn que codifica el dominio V maduro y cebadores directos
basados dentro del segmento J de acuerdo con lo descripto por Orlandi et al.
(1989) y por Ward et al.,, Nature, 341. 544-546 (1989). Sin embargo, para
amplificar a partir del ADNc, también se pueden basar los cebadores inversos en
el exdn lider, segln lo descripto por Jones et al., Biotechnol., 9: 88-89 (1991) y
cebadores directos dentro de la regién constante segun lo descripto por Sastry et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 86: 5728-5732 (1989). Para maximizar la
complementariedad, se puede incorporar degeneracion en los cebadores de
acuerdo con lo descripto por Orlandi et ail. (1989) o Sastry et al. (1989).
Preferentemente, se maximiza ia diversidad de la biblioteca utilizando cebadores
de PCR dirigidos a cada familia de genes V para amplificar todos los arreglos de
VH y VL disponibles presentes en la muestra de acido nucleico de células
inmunes, por ej. segun se describe en el método de Marks et al., J. Mol. Biol., 222:
581-597 (1991) o como se describe en el método de Orum et al., Acidos nucleicos
Res., 21: 44914498 (1993). Para la clonacion del AND amplificado en los
vectores de expresién, se pueden introducir raros sitios de restriccién dentro del
cebador de PCR como identificador en un extremo segun lo descripto por Orlandi
et al. (1989), o mediante amplificacion adicional por PCR con un cebador con
identificador de acuerdo con lo descripto por Clackson et al., Nature, 352: 624-628
(1991).

Se pueden derfivar in vitro repertorios de genes V rearreglados
sintéticamente de segmentos de genes V. Se han clonado y secuenciade la
mayoria de los segmentos de genes VH humanos (dado a conocer por Tomlinson
et al., J. Mol. Biol., 227: 776-798 (1992)) y mapeado (dado a conocer por Matsuda
et al., Nature Genet., 3. 88-94 (1993); estos segmentos clonados (incluyendo
todas las conformaciones importantes del bucle H1 y H2) se pueden utilizar para
generar repertorios diversos de genes VH con cebadores de PCR que codifican
bucles H3 de secuencia y longitud diversas de acuerdo con lo descripto por
Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992). También se pueden
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preparar repertorios de VH con toda la diversidad de secuencias enfocadas en un
bucie H3 largo de una sola longitud de acuerdo con lo descripto por Barbas et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 44574461 (1992). Se han clonado y secuenciado
segmentos Vk y VA humanos (dado a conocer por Wiliams y Winter, Eur. J.
Immunol., 23; 1456-1461 (1993)) y se los puede utilizar para preparar repertorios
sintéticos de cadena liviana. Los repertorios de genes V sintéticos, basados en un
rango de plegamientos VH y VL y longitudes L3 y H3, codifican anticuerpos de
considerable diversidad estructural. Después de la amplificacion de ADNs
codificadores de genes V, se pueden rearreglar segmentos de genes V de linea
germinal in vitro de acuerdo con los métodos de Hoogenboom y Winter, J. Mol
Biol., 227: 381-388 (1992).

Se pueden construir repertorios de fragmentos de anticuerpos combinando
repertorios de genes VH y VL juntos de diversas maneras. Se puede crear cada
repertorio en diferentes vectores recombinados in vitro, por ej., de acuerdo con lo
descripto por Hogrefe et al.,, Gene, 128:119-126 (1993), o in vivo por infeccién
combinatoria, por ej., el sistema loxP descripto por Waterhouse et al., Nucl. Acids
Res., 21:2265-2266 (1993). La estrategia de recombinacién in vivo aprovecha la
naturaleza bicatenaria de los Fragmentos Fab para superar el limite de tamafio de
las bibliotecas impuesto por la eficiencia de transformacion de E. coli. Se clonan
repertorios VH y VL sin procesamiento por separado, uno en un fagomida y el otro
en un vector fago. A continuacion se combinan las dos bibliotecas mediante
infeccion de fagos de bacterias con contenido de fagomida de manera que cada
célula contenga una combinacion diferente y el tamafio de la biblioteca sélo esté
limitado por el nimero de células presentes (aproximadamente 10%? clones).
Ambos vectores contienen sefiales de recombinacion in vivo de manera que los
genes VH y VL se recombinen para obtener un solo replicon y se co—empaquen
en viriones de fagos. Estas enormes bibliotecas presentan grandes numeros de
anticuerpos diversos de buena afinidad (K¢~ de aproximadamente 107 M).

Por otro lado, se pueden clonar los repertorios sucesivamente en el mismo
vector, por ej., de acuerdo con lo descripto por Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 88:7978-7982 (1991), o ensamblar por PCR y luego clonar, por gj. de
acuerdo con lo descripto por Clackson et al., Nature, 352; 624628 (1991). EI
armado por PCR se puede utilizar asimismo para unir los ADN de VH y VL con
ADN que codifica un espaciador peptidico flexible para formar repertorios de Fv de
cadena simple (scFv). En otra de las tecnicas, se utiliza el “ensamble por PCR en
la célula” para combinar genes VH y VL dentro de los linfocitos por PCR y luego
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repertorios de clones de genes ligados de acuerdo con lo descripto por Embleton
et al., Nuc!. Acids Res., 20:3831-3837 (1992).

Los anticuerpos producidos por bibliotecas sin proceso (ya sea naturales o
sintéticos) pueden ser de moderada afinidad (Ks™' de aproximadamente 10% a 107
M™"), aunque también se puede imitar la maduracion de la afinidad in vitro
construyendo y reseleccionado de bibliotecas secundarias de acuerdo con lo
descripto por Winter et al. (1994), obra citada. Por ejemplo, se pueden introducir
mutaciones al azar in vitro utilizando polimerasa proclive a errores (descriptos por
Leung et al., Técnica, 1:11-15 (1989)) en el método de Hawkins et al., J. Mol.
Biol., 226: 889-896 (1992) 0 en el método de Gram et al., Proc. Natl. Acad. Sci
USA, 89: 3576-3580 (1992). Ademas, se puede ejecutar ia maduracién de la
afinidad mediante mutacion al azar de una ¢ mas CDRs, por €j. usando PCR con
cebadores que acarrean secuencias al azar que abarcan la CDR de interes, en
clones de Fv seleccionados individuales y se seleccionan clones con afinidad mas
elevada. WO 96/07754 (publicada el 14 de marzo de 1996) describia un método
para inducir la mutagénesis en una region determinante de la complementariedad
de una cadena liviana de inmunoglobulina para generar una biblioteca de genes
de cadena liviana. Otra estrategia eficaz consiste en recombinar los dominios VH
0 VL seleccionados por exhibicion de fagos con repertorios de variantes de
dominio V de crigen natural obtenidos de donadores no inmunizados y seleccionar
para mayor afinidad en varias rondas de retransposicion de cadenas segun lo
descripto por Marks et al., Biotechnol., 10.779-783 (1992). Esta técnica permite la
produccién de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos con afinidades en el rango
de 107° M.

Los acidos nucleicos y secuencias de aminocacidos de FGFR3 son
conocidos en la técnica. La secuencia de acido nucleico que codifica el FGFR3 se
puede disefiar empleando la secuencia de aminoacidos de la region deseada de
FGFR3. Como bien se sabe en la técnica, hay dos isoformas fundamentales de
empalme de FGFR3, FGFR3 llib y FGFR3 llic. Las secuencias de FGFR3 son
muy conocidas en la técnica y pueden incluir la secuencia de UniProKB/Swiss—
Prot nimero de acceso P22607 (FGFR3 llic) o P22607_2 (FGFR3 llib). Se han
identificado mutaciones de FGFR3 que son muy conocidas en la técnica e
incluyen las siguientes mutaciones (con referencia a la secuencia ilustrada en
UniProKB/Swiss—Prot numero de acceso P22607 (FGFR3 llic) o P22607_2
(FGFR3 lilb):
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FGFR3-ilb FGFR3 lllc
R248C R248C
S249C S249C
G372C G370C
Y375C Y373C
G382R G380R
K652E K650E

Se pueden preparar acidos nucleicos que codifican FGFR3 mediante una
variedad de métodos conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen, aunque no
a titulo de limitacidn, sintesis quimica por cualquiera de los métodos descriptos por
Engels et al., Agnew. Chem. Int. Ed. Engl,, 28: 716-734 (1989), tales como los
métodos del triester, fosfito, fosforamidita y H-fosfonato. En una realizacion, se
utilizan codones preferidos por la célula huésped de expresion en el disefio del
ADN que codifica FGFR3. Por otro lado, se puede aislar el ADN que codifica el
FGFR3 de una biblioteca gendmica o de ADNc.

Después de la construccidon de la molécula de ADN que codifica el FGFR3,
la moiécula de ADN esta operativamente ligada a una secuencia contro! de la
expresion en un vector de expresion, tal como un plasmido, donde la secuencia de
control es reconocida por una célula huésped transformada con el vector. En
general, los vectores piasmidos contienen secuencias de replicacién y control que
se obtienen de especies compatibles con la célula huésped. El vector acarrea por
lo general un sitio de replicacién, como asi también secuencias que codifican
proteinas con capacidad para producir la seleccidn fenotipica en las células
transformadas. Los vectores adecuados para la expresion en celulas huésped
procariotas y eucariotas son conocidos en la técnica y en la presente se describen
algunos de ellos mas detalladamente. Se pueden utilizar organismo eucariotas
tales como levaduras, o céluias derivadas de organismos multicelulares tales
como mamiferos.

Opcionalmente, el ADN que codifica el FGFR3 esta operativamente ligado a
una secuencia lider secretoria que da lugar a la secrecidn del producto de la
expresion por la celula huésped en el medio de cultivo. Los ejemplos de
secuencias lider secretorias incluyen stll, ecotin, lamB, herpes GD, ipp, fosfatasa
alcalina, invertasa y factor alfa. También es adecuado para usar en la presente {a
secuencia lider de 36 aminoacidos de la proteina A (Abrahmsen et al., EMBO J.,
4: 3901 (1985)).
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Las células huésped son transfectadas y preferentemente transformadas
con los vectores de expresion o clonacidon de la presente invencion antes
descriptos y cultivadas en medios nutrientes convencionales modificados segun lo
apropiado para inducir promotores, seleccionar transformantes, o amplificar los
genes que codifican las secuencias deseadas.

Transfeccién se refiere a la captacion de un vector de expresién por una
célula huésped se exprese o no, en realidad, alguna secuencia codificadora. Una
persona con capacitacion normal en la técnica conoce numerosos métodos de
transfeccion, por ejemplo precipitacion de CaPQO, y electroporacién. La
transfeccion satisfactoria se reconoce en general cuando en la célula huésped se
presenta cualquier indicacién de la operacién en este vector. Los métodos de
transfeccion son muy conocidos en la técnica y algunos se describen en la
presente con mas detalles.

Transformacién significa introducir ADN en un organismo de manera que el
ADN se pueda replicar, ya sea como elemento extracromosomico o por
integracion cromosomica. Dependiendo de ia célula huésped empleada, la
transformacién se realiza utilizando técnicas standard apropiadas para esas
células. Los métodos de transformacion son muy conocidos en la técnica y en la
presente se describen algunas de ellas.

Las céiulas huésped procariotas utilizadas para producir el FGFR3 se
pueden cultivar de acuerdo con lo descripto en general por Sambrook et al., obra
citada.

Las células huésped de mamifero empleadas para producir el FGFR3 se
pueden cultivar en una variedad de medios, que son muy conocidos en la técnica,
algunos de los cuales se describen en la presente.

Las células huésped a las que se hace referencia en esta descripcion
abarcan células de cultivo in vitro asi como células que estan dentro de un animal
hospedador.

La purificacién del FGFR3 se puede realizar utilizando métodos
reconocidos en la técnica, algunos de los cuales se describen en la presente.

El FGFR3 purificado se puede acoplar a una matriz adecuada tal como
perlas de agarosa, perlas de acrilamida, perlas de vidrio, celulosa, diversos
copolimeros acrilicos, geles de hidroxil metacrilato, copolimeros poliacrilico y
polimetacrilico, nylon, portadores neutros y ionicos y demas, para usar en la
separacion por cromatografia de afinidad de clones de exhibicion de fagos. El

acoplamiento de la proteina FGFR3 a la matriz se puede lograr por los métodos
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descriptos en Methods in Enzymology, vol. 44 (1976). Una técnica empleada
habitualmente para acoplar ligandos proteicos a matrices de polisacaridos, por ;.
agarosa, dextrano o celulosa, implica la activacion del portador con haluros de
cianégeno y el subsiguiente acoplamiento de las aminas primarias alifaticas o
aromaticas del ligando peptidico a la matriz activada.

Por otro lado, se puede utilizar el FGFR3 para revestir los pocillos de las
placas de adsorcidn, expresado en las células huésped fijas a placas de adsorcién
o utilizado para la seleccién de células, o conjugado a biotina para la captura con
perlas revestidas con estreptavidina, 0 usado en cualquier otro método conocido
en el medio para la exploracion de bibliotecas de exhibicién de fagos.

Se ponen en contacto las muestras de la biblioteca de fagos con FGFR3
inmovilizado en condiciones adecuadas para la union de por [0 menos una porcion
de las particulas de fago con el adsorbente. Normalmente, se seleccionan las
condicicnes, incluyendo pH, potencia idnica, temperatura y demas para imitar las
condiciones fisiolégicas. Los fagos unidos a la fase solida se lavan y luego se los
eluye con acido, por €. de acuerdo con lo descripto por Barbas et al., Proc. Natl.
Acad. Sci USA, 88: 7978-7982 (1991}, o con alcalis, por ej. de acuerdo con lo
descripto por Marks et al., J. Mol. Biol,, 222: 581-597 (1981), o mediante
competencia de antigenos de FGFR3, por ej. en un procedimiento similar al
método de competencia con el antigeno de Clackson et al., Nature, 352: 624-628
(1991). Se pueden enriquecer los fagos 20-1.000 veces en una sola ronda de
seleccion. Mas aun, los fagos enriquecidos se pueden cuitivar en cultivo
bacteriano y someterlos a mas rondas de seleccion.

La eficiencia de la seleccion depende de numerosos factores, incluyendo la
cinética de disociacion durante el lavado y de si multiples fragmentos de
anticuerpos en un solo frasco se pueden conectar simultaneamente con el
antigeno. Los anticuerpos con cinética de disociacién rapida (y afinidades de
union debiles) pueden ser retenidos mediante el usc de lavados cortos, exhibiciéon
de fagos multivalentes y alta densidad de revestimiento del antigeno en fase
sélida. La elevada densidad no solo estabiliza el fago por medio de interacciones
multivalentes, sino que favorece la reasociacion del fago que se ha disociado. La
seleccion de anticuerpos con cinética de disociacion lenta (y afinidades de union
favorables) se puede promover mediante el uso de lavados largos y exhibicion de
fagos monovalentes de acuerdo con lo descripto por Bass et al., Proteins, 8: 309-
314 (1990) y en WO 92/09690 y una baja densidad de revestimiento del antigeno
de acuerdo con lo descripto por Marks et al., Biotechnol., 10: 779-783 (1992).

P
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Es posible seleccionar entre anticuerpos de fagos de diferentes afinidades,
incluso con afinidades que difieren ligeramente, por el FGFR3. Sin embargo, es
probable que la mutacion ai azar de un anticuerpo seleccionado (por ej. la
realizada en alguna de las técnicas de maduracién de la afinidad antes descripta)
se origen a numerosos mutantes, la mayoria con unién al antigeno y unos pocos
con mayor afinidad. Con la limitacion del FGFR3, se podria extraer por
competencia el raro fago con alta afinidad. Para retener la totalidad de los
mutantes con afinidad mdas elevada, se pueden incubar los fagos con exceso de
FGFR3 biotinilado, aunque con el FGFR3 bictinilado en una concentracién de
menor molaridad que la constante de afinidad molar objetivo para el FGFR3. A
continuacion se pueden capturar los fagos con alta afinidad de unién mediante
perlas paramagneéticas revestidas con estreptavidina. Dicha “captura en equilibrio”
permite la seleccion de los anticuerpos de acuerdo con sus afinidades de unién,
con una sensibilidad que permite el aislamiento de clones mutantes con hasta tan
s6lo una afinidad dos veces mayor de un gran exceso de fagos con menos
actividad. Las condiciones empleadas en el lavado de fagos unidos a una fase
solida también se pueden ajustar para discriminar sobre la base de la cinética de
disociacion.

Se pueden seleccionar clones de FGFR3 por actividad. En una realizacion,
la invencién presenta anticuerpos de FGFR3 que bloquean la unién entre un
receptor FGFR3 y su ligando (tal como FGF1 y/o FGF9). Se pueden seleccionar
clones de Fv que corresponden a dichos anticuerpos de FGFR3 de la siguiente
manera (1) aislando clones de FGFR3 de una biblioteca de fagos de acuerdo con
lo descripto anteriormente y opcionalmente amplificando la poblacién aislada de
clones de fagos cultivando la poblacion en un huésped bacteriano adecuado; (2)
seleccionando FGFR3 y una segunda proteina contra la cual se desea la actividad
blogqueante y no bloqueante, respectivamente; (3) adsorbiendo los clones de fagos
anti-FGFR3 en FGFR3 inmovilizado; (4) usando un exceso de la segunda
proteina para eluir los posibles clones no deseados que reconocen determinantes
de unién a FGFR3 que se superponen o comparten con las determinantes de
union de la segunda proteina y (5) eluyendo los clones que permanecen
adsorbidos despues del paso (4). Opcionalmente, se pueden enriquecer
adicionalmente los clones con las propiedades de bloqueo/no bloqueo pretendidas
repitiendo una o mas veces los procedimientos de seleccion descriptos en este

documento.
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Se aisla facilmente el ADN que codifica los anticuerpos monoclonales
derivados por hibridoma o los clones de Fv por exhibicién de fagos de la invencion
y se lo secuencia utilizando procedimientos convencionales (por ej., utilizando
cebadores oligonucledtidos disefiados para amplificar especificamente las
regiones codificadores de la cadena pesada y liviana de interés del hibridoma o el
modelo de ADN fago). Una vez aislado, se puede colocar el ADN en los vectores
de expresion, que a continuacion son transfectados en células huésped tales como
células de E. coli, células COS de simios, células de ovario de hamster chino
(CHO) o células de mieloma que de otro modo no producen proteina
inmunoglobulina, a fin de obtener la sintesis de los anticuerpos monocionales
buscados en las células huésped recombinantes. Los articulos de resefia sobre la
expresion recombinante en bacterias del ADN codificador del anticuerpo incluyen
Skerra et al., Curr. Opinion in Immunol., 5: 256 (1993) y Pluckthun, Immunol. Revs,
130:151 (1992).

Se puede combinar el ADN que codifica los clones de Fv de la invencién
con secuencias de ADN conocidas que codifican regiones constantes de cadena
pesada y/o cadena liviana (por €j., las secuencias de ADN apropiadas se pueden
obtener de Kabat et al., obra citada) para formar clones que codifican cadenas
pesadas y/o livianas de longitud total o parcial. Se ha de apreciar que se pueden
utilizar regiones constantes de cualquier isotipo para este fin, incluyendo regiones
constantes de IgG, IgM, 1gA, IgD y IgE y que dichas regiones constantes pueden
ser obtenidas de cualquier especie humana o animal. Un cion de Fv derivado del
ADN de dominio variable de una especie animal (tal como la humana) y luego
fusionado al ADN de regidn constante de otra especie animal para formar una o
mas secuencias codificadoras para la cadena pesada y/o cadena liviana de
longitud total esta incluido en la definicién de anticuerpo “quimérico” e “hibridc” en
el presente contexto. En una realizacion preferida, se fusiona un clon de Fv
derivado de ADN variable humano al ADN de regién constante humano para
formar una o méas secuencias codificadoras para todas las cadenas pesadas y/o
livianas de longitud total o parcial.

También se puede modificar el ADN que codifica un anticuerpo anti-FGFR3
derivado de un hibridoma de la invencién, por ejemplo, sustituyendo la secuencia
codificadora para los dominios constantes de cadena pesada y liviana humanos en
lugar de las secuencias murinas homélogas derivadas del clon de hibridoma (por
€., segun el método de Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855
(1984)). También se puede modificar el ADN que codifica un anticuerpo derivado
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de hibridoma clon o fragmentc Fv uniendo covalentemente a la secuencia
codificadora de inmunoglobulina la totalidad o parte de la secuencia codificadora
de un polipéptido no inmunoglobulina. De esa manera, se preparan anticuerpos
‘quiméricos” o *hibridos” que tienen la especificidad de union de los anticuerpos
derivados de clones de Fv o clones de hibridoma de la invencion.

Fragmentos de anticuerpos

La presente invencion abarca fragmentos de anticuerpos. En ciertos casos
hay ventajas en el uso de fragmentos de anticuerpos, en lugar de anticuerpos
enteros. El menor tamafio de los fragmentos da lugar a un clearance mas rapido y
puede llevar a un mejor acceso a los tumores sélidos.

Se han desarrollado diversas técnicas para la produccién de fragmentos de
anticuerpos. Tradicionalmente, estos fragmentos eran derivados mediante
digestion proteolitica de anticuerpos intactos (véase, por ej., Morimoto et al.,
Journal of Biochemical and Biophysical Métodos 24:107-117 (1992) y Brennan et
al., Science, 229:81 (1985)). Sin embargo, ahora se pueden producir estos
fragmentos directamente por células huésped recombinantes. Se pueden expresar
y secretar todos los fragmentos de anticuerpos Fab, Fv and ScFv en E. coli,
permitiendo asi la facil produccion de grandes cantidades de estos fragmentos.
Los fragmentos de anticuerpos pueden ser aisiados de bibliotecas de fagos de
anticuerpos antes descriptas. Por otro lado, se pueden recuperar directamente
fragmentos Fab' de E. coli y acoplarlos quimicamente para formar fragmentos
F(ab), (Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992)). De acuerdo con otra
estrategia, se pueden aislar fragmentos F(ab'), directamente del cultivo de células
huésped recombinantes. Se describen fragmentos Fab y F(ab"): con vida media
incrementada in viva que comprenden residuos de un epitope de unién al receptor
de rescate en la patente de los Estados Unidos No. 5.869.046. Otras técnicas para
la produccién de fragmentos de anticuerpos han de ser evidentes para el técnico
capacitado. En otras realizaciones, el anticuerpo de eleccion es un fragmento Fv
de cadena simple (scFv) (véase, por ¢j., WO 93/16185; patentes de los Estados
Unidos Nos. 5.571.894 y 5.587.458). Fv y sFv son la Gnica especie con sitios de
combinacién intactos que carecen de regiones constantes: por consiguiente, son
adecuados para la unién no especifica reducida durante el uso in vivo. Se pueden
construir proteinas de fusién sFv para producir la fusion de una proteina efectora
en el término amino o carboxi de un sFv. Véase Antibody Engineering, ed.
Borrebaeck, supra. El fragmento de anticuerpo puede ser asimismo un

“anticuerpo lineal”’, por gj., de acuerdo con lo descripto en la patente de los
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Estados Unidos No. 5.641.870. Dichos fragmentos de anticuerpos lineales
pueden ser monoespecificos o biespecificos.
Anticuerpos humanizados

La presente invencién abarca anticuerpos humanizados. Diversos métodos
para humanizar anticuerpos no humanos son conocidos en la técnica. Por
ejemplo, se puede introducir en un anticuerpo humanizado uno 0 mas residuos
aminoacidos de una fuente que no es humana. Con frecuencia se hace referencia
a estos residuos aminoacidos no humanos como residuos “de importacion” que se
toman tipicamente de un dominio variabie “importado”. La humanizacion se puede
realizar esencialmente siguiendo el método de Winter y colaboradores (Jones et
al. (1986) Nature 321:522-525; Riechmann et al. (1988) Nature 332:323-327,
Verhoeyen et al. (1988) Science 239:1534-1536), sustituyendo las secuencias de
la region hipervariable por las correspondientes secuencias de un anticuerpo
humano. En consecuencia, dichos anticuerpos “humanizados” son anticuerpos
quimeéricos (Patente de los Estados Unidos No. 4.816.667) en los cuales se ha
sustituido menos que un dominio variable humano intacto por la correspondiente
secuencia de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos
humanizados son por lo general anticuerpos humanos en los cuales se sustituyen
algunos residuos de la region hipervariable y, posiblemente, algunos residuos de
FR por residuos de sitios analogos de anticuerpos de roedor.

La eleccion de los dominios variables humanos, tanto livianos como
pesados, para usar en la preparacion de los anticuerpos humanizados es de suma
importancia para reducir la antigenicidad. De acuerdo con el denominado método
del “mejor ajuste”, se analiza para la deteccidn la secuencia del dominio variable
de un anticuerpo de roedor contra la biblioteca completa de secuencias conocidas
de dominio variable. A continuacion se admite la secuencia humana que se acerca
mas a la del roedor como marco humano para el anticuerpo humanizado (Sims et
al. (1993) J. Immunol. 151:2296; Chothia et al. (1987) J. Mol. Biol. 196:901. Otro
método utiliza un marco especifico derivado de una secuencia de consenso de
todos los anticuerpos humanos de un subgrupo especifico de cadenas liviana o
pesada. Se puede utilizar el mismo marco para varios anticuerpos humanizados
diferentes (Carter et al. (1992) Proc. Nat!. Acad. Sci. USA, 89:4285; Presta et al.
(1993) J. Immunol., 151:2623.

También es importante humanizar los anticuerpos con retencion de la alta
afinidad por el antigeno y otras propiedades biologicas favorables. Para obtener
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esta meta, de acuerdo con un método, se preparan anticuerpos humanizados
mediante un proceso de andlisis de las secuencias parentales y diversos
productos humanizados conceptuales utilizando modelos tridimensionales de las
secuencias parentales y humanizadas. Los modelos tridimensionales de
inmunoglobulina se pueden obtener comunmente y son de conocimiento de las
personas con capacitacion en la técnica. Se dispone de programas de
computacidn que ilustran y exhiben probables estructuras de conformacion
tridimensional de las secuencias candidatas de inmunoglobulina. La inspeccion de
estos modelos permite el analisis del rol probable de los residuos en el
funcionamiento de la secuencia de inmunoglobulina candidata, es decir, el analisis
de los residuos que influyen sobre la capacidad de la inmunogiobulina candidata
para unirse a su antigeno. De esa manera, se pueden seleccionar residuos de FR
y combinar con el receptor e importar secuencias a fin de obtener la caracteristica
deseada del anticuerpo, como por ejemplo afinidad incrementada por el o los
antigenos objetivo. En general, los residuos de la region hipervariable estan
directamente y muy sustancialmente implicados en influenciar la unién al antigeno.
Anticuerpos humanos

Se pueden construir anticuerpos humanos anti—FGFR3 de la invencidn
combinando secuencia(s) de dominio variable de clones Fv seleccionadas de
bibliotecas de exhibicidn de fagos de origen humano con secuencias de dominio
constante humano conocidas de acuerdo con o descripto anteriormente. Por otro
lado, se pueden preparar anticuerpos monoclonales humanos anti-FGFR3 de la
invencion por el método de hibridoma. Se han descripto lineas celulares de
mieloma humano y heteromieloma de ratdon-humano para la produccion de
anticuerpos monoclonales humanos, por ejemplo en la obra de 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 et al., J. Immunol., 147:86 (1991).

Ahora es posible producir animales transgénicos (por gj., ratones) con
capacidad, tras la inmunizacién, de producir un repertorio completo de anticuerpos
humanos en ausencia de produccién endégena de inmunoglobulina. Por ejemplo,
se ha descripto que la delecidbn homocigota del gen de la region de junta de
cadena pesada del anticuerpo (JH) en ratones mutantes quiméricos y de linea
germinal da lugar a la inhibicion completa de la produccidn enddgena de
anticuerpos. La transferencia del gen de inmunoglobulina de linea germinal

humana en dichos ratones mutantes de linea germinal da lugar a la produccion de
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anticuerpos humanos tras el desafio con el antigeno. Vease, por ¢j., Jakobovits
et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 90: 2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362:
255 (1993); Bruggermann et al., Year in Immunol., 7:33 (1993).

También se puede emplear la transposicion de genes para obtener
anticuerpos humanos de anticuerpos no humanos, por ejemplo de roedor, donde
el anticuerpo humano tiene afinidades y especificidades similares al anticuerpo no
humano de partida De acuerdo con esté método, que también se denomina
“‘impresion de epitopes” se reemplaza la regidon variable de cadena pesada o
liviana de un fragmento de anticuerpo no humano obtenido por técnicas de
exhibicion de fagos antes descriptas con un repertorio de genes de dominio V
humano, generando una poblacién de quimeras scFv o Fab de cadena no
humana/cadena humana. La seleccion con el antigeno da lugar al aislamiento de
un scFv o Fab de cadena no humana/cadena humana en el cual la cadena
humana restaura el sitio de union al antigeno destruido tras la remocion de la
correspondiente cadena no humana en el clon primario de la exhibicidn de fago,
es decir que el epitope gobierna (imprime) la eleccién del asociado de cadena
humana. Cuando el proceso se repite para reemplazar el resto de la cadena no
humana, se obtiene un anticuerpo humano (ver PCT WO 93/06213 publicada el 1
de abril, 1993). A diferencia de la humanizacién tradicional de anticuerpos no
humanos por injerto por CDR, esta técnica produce anticuerpos completamente
humanos, que no tiene residuos FR o CDR de origen no humano.

Anticuerpos biespecificos

Los anticuerpos  biespecificos son  anticuerpos  monoclonales,
preferentemente humanos o humanizados, que presentan especificidades de
union por al menos dos antigenos diferentes. En el presente caso, una de las
especificidades de unién es para FGFR3 y la otra es para cualquier otro antigeno.
Los anticuerpos biespecificos ilustrativos se pueden unir a dos epitopes diferentes
del FGFR3. También se pueden utilizar anticuerpos biespecificos para localizar
agentes citotdxicos para las células que expresan FGFR3. Estos anticuerpos
poseen un brazo de unién a FGFR3 y un brazo que se une al agente citotoxico
(por ej., saporina, anti—interferon—a, alcaloide de la vinca, cadena A de ricino,
metotrexato o hapteno de isétopo radiactivo). Los anticuerpos biespecificos se
pueden preparar en forma de anticuerpos de longitud total o fragmentos de
anticuerpos (por ej., anticuerpos biespecificos F(ab')).

Los mé&todos para producir anticuerpos biespecificos son conocidos en la
técnica. Tradicionalmente, la produccién recombinante de anticuerpos

4,05
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biespecificos se basa en la coexpresién de dos pares de cadena pesada—cadena
liviana de inmunoglobulina, donde las dos cadenas pesadas tienen diferentes
especificidades (Milstein y Cuello, Nature, 305: 537 (1983)). Debido a la
clasificacidon aleatoria de las cadenas pesada y liviana de inmunoglobulina, estos
hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de 10 moléculas de
anticuerpos diferentes, de las cuales solo una tiene la estructura biespecifica
completa. La purificacién de la molécuia apropiada, que habitualmente se realiza
por pasos de cromatografia de afinidad, es bastante engorrosa y los rendimientos
del producto son bajos. Se describen procedimientos similares en WO 93/08829
publicada el 13 de mayo de 1993 y por Traunecker et al., EMBO J., 10: 3655
(1991).

De acuerdo con una estrategia diferente y mas preferida, se fusionan
dominios variables del anticuerpo con las especificidades de unién pretendidas
(sitios de combinacion de anticuerpo-antigeno) a secuencias de dominio
constante de inmunoglobulina. La fusion es preferentemente con un dominio
constante de cadena pesada de inmunoglobulina, que comprende por o menos
parte de las regiones bisagra, CH2 y CH3. Es preferible que la primera regidn
constante de cadena pesada (CH1), que contiene el sitio necesario para la unién a
la cadena liviana, esté presente en por 1o menos una de las fusiones. Se insertan
los ADNs que codifican las fusiones de la cadena pesada de inmunoglobulina y, si
se desea, la cadena liviana de inmunoglobulina, en vectores de expresién
separados y se los cotransfecta en un organismo huésped adecuado. Esto da
origen a una gran flexibilidad para ajustar las proporciones mutuas de los tres
fragmentos de polipéptidos en realizaciones en que se utilizan proporciones
desiguales de las tres cadenas polipeptidicas en la construccion para producir los
rendimientos éptimos.  Sin embargo, es posible insertar las secuencias
codificadoras para dos o las tres cadenas polipeptidicas en un vector de expresion
cuando se produce la expresion de por [0 menos dos cadenas de polipéptidos en
proporciones iguales con altos rendimientos o cuando las proporciones no son de
importancia significativa.

En una realizacion preferida de esta estrategia, los anticuerpos
biespecificos estdn compuestos por una cadena pesada de inmunoglobulina
hibrida con una primera especificidad de unidn en un brazo y un par de cadena
pesada—cadena liviana de una inmunoglobulina hibrida (que produce una segunda
especificidad de unién) en el otro brazo. Se encontrd que esta estructura
asimétrica facilita la separacion del compuesto biespecifico pretendido de las
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combinaciones de cadenas de inmunoglobulina no deseadas, ya que la presencia
de una cadena liviana de inmunoglobulina sélo en una mitad de la molécula
biespecifica da lugar a una forma facil de separacion. Esta estrategia ha sido
descripta en WO 94/04690. Para mas detalles sobre [a generacidén de anticuerpos
biespecificos ver, por ejemplo, Suresh et al., Métodos in Enzymology, 121:210
(1986).

De acuerdo con otra estrategia, la interfaz entre un par de moléculas de
anticuerpos puede ser modificada para maximizar el porcentaje de heterodimeros
que se recuperaran del cultivo de células recombinantes. La interfaz preferida
comprende por o menos una parte del dominio Cx3 de un dominio constante de
anticuerpo. En este método, se reemplaza una o mas cadenas secundarias
pequenas de aminoacidos de la interfaz de la primera molécula de anticuerpo con
cadenas secundarias de mayor tamafo (por ej., tirosina o triptéfanc). Se generan
“cavidades” compensatorias de tamafio idéntico o similar a la cadena (o cadenas)
secundaria grande en la inteffaz de la segunda molécula de anticuerpo
reemplazando cadenas secundarias de aminoacidos grandes con otras mas
pequefias (por ej., alanina o treonina). Esto otorga un mecanismo para
incrementar el rendimiento del heterodimero con respecto a otros productos
finales no deseados tales como homodimeros.

Los anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos entrecruzados o
“heteroconjugados”™. Por ejemplo, uno de los anticuerpos del heteroconjugado
puede estar acoplado a avidina, el otro a biotina. Se han propuesto dichos
anticuerpos, por ejemplo para dirigir células del sistema inmune a las células
perjudiciales (Patente de Estados Unidos No. 4.676.980) y para el tratamiento de
la infeccion por HIV (WO 91/00360, WO 92/00373 y EP 03089). Los anticuerpos
heteroconjugados se pueden preparar empleando cualquier método conveniente
de entrecruzamiento. Los agentes de entrecruzamiento adecuados son muy
conocidos en la teécnica y han sido descriptos en la Patente de Estados Unidos No.
4.676.980, junto con un numero de técnicas de entrecruzamiento.

También se han descripto en la literatura técnicas para generar anticuerpos
biespecificos a partir de fragmentos de anticuerpos. Por ejemplo, se pueden
preparar anticuerpos biespecificos utilizando enlaces quimicos. Brennan et al.,
Science, 229: 81 (1985) describen un procedimiento en el cual se escinden
proteoliticamente los anticuerpos intactos para generar fragmentos F(ab'),. Estos
fragmentos se reducen en presencia del agente de complejamiento a ditiol
arsenito de sodio para estabilizar los ditioles vecinos y prevenir la formacién de
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disulfuro intermolecular. Los fragmentos Fab' generados se convierten
seguidamente a derivados tionitrobenzoato (TNB). A continuacion se reconvierte
uno de los derivados Fab'-TNB al Fab'-tiol mediante reduccidbn con
mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad equimolar del otro derivado Fab'-
TNB para formar el anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos biespecificos
producidos se pueden utilizar como agentes para la inmovilizacion selectiva de
enzimas.

Los progresos recientes han facilitado la recuperacién directa de
fragmentos Fab'—SH de E. coli, que pueden acoplarse quimicamente para formar
anticuerpos biespecificos. Shalaby et al, J. Exp. Med., 175: 217-225 (1992)
describe la produccion de una molécula de anticuerpo biespecifico F(ab'),
completamente humanizado. Se secretdé cada fragmento Fab' por separado de E.
coli y se lo sometié a acoplamiento quimico dirigido in vitro para formar el
anticuerpo biespecifico. El anticuerpo biespecifico asi formado pudo unirse a
células que sobreexpresaban el receptor HER2 receptor y células T humanas
normales, y también disparar la actividad litica de los linfocitos citotdxicos
humanos contra blancos de tumores mamarios humanos.

También se han descripto diversas técnicas para preparar y aislar
fragmentos de anticuerpos biespecificos de cultivos de células recombinantes.
Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos utilizando cremalleras de
leucina. Kostelny et al., J. Immunol., 148(5):1547-1553 (1992). Los péptidos de
cremallera de leucina de las proteinas Fos y Jun fueron ligados a las porciones
Fab' de dos anticuerpos diferentes por fusidon génica. Los homodimeros del
anticuerpo se redujeron en la region bisagra para formar monomero y luego se los
reoxidd para formar los heterodimeros del anticuerpo. También se puede utilizar
este método para la produccién de homodimeros de anticuerpo. La tecnologia de
“diacuerpo” descripta por Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-
6448 (1993) ha proporcionado un mecanismo alternativo para preparar fragmentos
de anticuerpos biespecificos. Los fragmentos comprenden un dominio variable de
cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de cadena liviana (VL) por
un ligante que es demasiado corto para permitir el apareamiento entre los dos
dominios en la misma cadena. En consecuencia, los dominios VH y VL de un
fragmento son forzados a aparearse con los dominios VL y VH complementarios
de otro fragmento, para formar asi dos sitios de unién a!l antigeno. También se ha
dado a conocer ofra estrategia para preparar fragmentos de anticuerpos
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biespecifico mediante el uso de dimeros de Fv de cadena simple (sFv). Véase
Gruber et al., J. Immunol., 152:5368 (1994).

Se contemplan los anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, se
pueden preparar anticuerpos triespecificos. Tutt et al. J. Immunol. 147; 60 (1991).
Anticuerpos multivalentes

Un anticuerpo multivalente puede ser internalizado (y/o catabolizado) mas
rapidamente que un anticuerpo bivalente por una célula que expresa un antigeno
al cual se unen los anticuerpos. Los anticuerpos de la presente invencién pueden
ser anticuerpos muitivalentes (que no son de la clase de igM) con tres ¢ mas sitios
de unidén al antigeno (por e|. anticuerpos tetravalentes), que se pueden producir
facilmente mediante la expresion recombinante del acido nucleico que codifica las
cadenas de polipéptidos del anticuerpo. El anticuerpo multivalente puede
comprender un dominio de dimerizacion y tres 0 mas sitios de unién al antigeno.
El dominio de dimerizacion preferido comprende (o consiste en) una Regidén Fc o
una region bisagra. En esta situacién, el anticuerpo comprende una Regién Fc y
tres o mas sitios de unidén al antigeno amino—terminales con respecto a la regién
Fe. EI anticuerpo multivalente preferido comprende (o consiste en) tres a
aproximadamente ocho, aunque preferentemente cuatro, sitios de unién al
antigeno. El anticuerpo multivalente comprende por lo menos una cadena de
polipéptido (y preferentemente dos cadena de polipéptido), donde la cadena o
cadenas de polipéptido comprenden dos 0 mas dominios variables. Por ejemplo, la
cadena o cadenas de polipéptido pueden comprender VD1—-(X1)n -VD2—(X2)n —
Fc, donde VD1 es un primer dominio variable, VD2 es un segundo dominio
variable, Fc es una cadena polipeptidica de una Regidn Fc, X1 y X2 representan
un aminoacido o polipéptido y n es 0 o 1. Por ejemplo, la cadena (o cadenas) de
polipéptido puede comprender: cadena VH-CH1-ligante flexible-VH-CH1-Regién
Fec, o cadena VH-CH1-VH-CH1-Regién Fc. El anticuerpo multivalente de la
presente comprende ademas, preferentemente, por lo menos dos (y
preferentemente cuatro) polipéptidos de dominio variable de cadena liviana. El
anticuerpo multivalente de la presente puede comprender, por ejemplo, de
aproximadamente dos a aproximadamente ocho polipéptidos de dominio variable
de cadena liviana. Los polipéptidos de dominio variable de cadena liviana
contemplados en este documento comprenden un dominio variable de cadena
liviana y, opcionalmente, comprenden asimismo un dominio CL.

Variantes de Anticuerpos
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En algunas realizaciones, se contempla una o mas modificaciones de la
secuencia de aminoacidos de los anticuerpos descriptos en la presente. Por
gjemplo, puede ser ventajoso mejorar la afinidad de unién y/o otras propiedades
biolégicas del anticuerpo. Se preparan secuencias de aminoécidos variantes del
anticuerpo introduciendo cambios de nucleétidos apropiados en el acido nucleico
de! anticuerpo, o bien mediante sintesis de péptidos. Dichas modificaciones
incluyen, por ejemplo, deleciones y/o inserciones y/o sustituciones de residuos
dentro de las secuencias de amincacidos del anticuerpo. Se realiza cualquier
combinacion de deleciones, inserciones y sustituciones para llegar a la
construccion final, siempre que la construccién final posea las caracteristicas
deseadas. Las alteraciones de aminoacidos se pueden introducir en la secuencia
de aminoacidos del anticuerpo en cuestion en el momento de generar la
secuencia.

Un meétodo util para la identificacion de ciertos residuos o regiones del
anticuerpo que son ubicaciones preferidas para lar mutagénesis se denomina
“mutagénesis de barrido con alanina” segin lo descripto por Cunningham y Wells
(1989) Science, 244.1081-1085. En este caso, se identifica una residuo o grupo
de residuos objetivo (por ej., residuos con carga tales como arg, asp, his, lys y glu)
y se los reemplaza con un aminoacido de carga neutra o negativa (muy
preferentemente alanina ¢ polialanina) para afectar la interaccion de los
aminoacidos con antigeno. Esas ubicaciones de aminoacidos que demuestran
sensibilidad funcional a las sustituciones se refinan luego introduciendo ofras o
diferentes variantes en o para {os sitios de sustitucién. Por consiguiente, si bien el
sitio para la introduccion de una variacion en la secuencia de aminoacidos esta
predeterminado, no es necesario determinar la mutacion per se. Por ejemplo,
para analizar |la eficiencia de una mutacion en un sitio dado, se lleva a cabo la
mutagénesis por barrido con alanina o aleatoria en el codédn o region objetivo y se
seleccionan las inmunoglobulinas expresadas para la actividad deseada.

Las inserciones en la secuencia de aminoacidos incluyen fusiones amino—
y/o carboxil-terminales cuya longitud esta en el rango de un residuo a polipéptidos
que contienen cien o mas residuos, como asi también inserciones intrasecuencia
de residuos aminodcidos Unicos o multiples. Los ejemplos de inserciones
terminales incluyen un anticuerpo con un residuo de metionilo N-terminal o el
anticuerpo fusionado a un polipéptido citotdxico. Otras variantes por insercion de

la molécula del anticuerpo incluyen la fusion al término N— o C— del anticuerpo a
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una enzima (por ej., para ADEPT) o un polipéptido que aumenta la vida media en
suero del anticuerpo.

La glicosilacion del polipéptido esta por lo general ligada por N o ligada por
O. Ligada por N se refiere al acoplamiento del resto carbohidrato a la cadena
secundaria de un residuo de asparagina. Las secuencias tripeptidicas asparagina—
X—serina y asparagina—X-treonina, donde X es cualquier aminoéacido excepto
prolina, son las secuencias de reconocimiento para el acoplamiento enzimatico del
resto carbohidrato a la cadena secundaria de asparagina. Por consiguiente, la
presencia de uno cualquiera de estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido
genera un sitio de glicosilacion potencial. La glicosilacion ligada por O se refiere al
acoplamiento de uno de los azlcares N-acetilgalactosamina, galactosa, o xilosa a
un hidroxiaminoacido, muy comdnmente serina o treonina, aunque también se
puede utilizar 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

La adicion de sitios de glicosilacion al anticuerpo se logra
convenientemente alterando la secuencia de aminoacidos de tal manera que
contenga una o mas de la secuencias de tripéptidos antes descriptas (en el caso
de los sitios de glicosilacién N-ligados). La alteracidén se puede realizar asimismo
mediante la adicion, o sustitucion por uno 0 mas residuos de serina o treonina a la
secuencia del anticuerpo original (en el caso de los sitios de glicosilacion O-
ligados).

En los casos en que el anticuerpo comprende una Region Fc, se puede
alterar el carbohidrato acoplado a la misma. Por ejemplo, se describen
anticuerpos con una estructura de carbohidrato madura que carece de fucosa
acoplada a una Regidn Fc del anticuerpo en la solicitud de patente de los Estados
Unidos 2003/0157108 (Presta, L.). Véase asimismo US 2004/0093621 (Kyowa
Hakko Kogyo Co., Ltd). Se hace referencia a los anticuerpos con N-
acetilglucosamina (GIcNAC) bisectriz en el carbohidrato acoplado a una Region Fe
del anticuerpo en WO 2003/011878, Jean—-Mairet et al. y en la Patente de Estados
Unidos No. 6.602.684, Umana et al. Se dieron a conocer anticuerpos con por lo
menos un residuo de galactosa en el oligosacarido acoplado a una Region Fc del
anticuerpo en WO 1997/30087, Patel et al. Véase, ademas, WO 1998/58964
(Raju, S.) y WO 1999/22764 (Raju, S.) en lo que respecta a anticuerpos con
carbohidratos modificados acoplados a la Region Fc de los mismos. Véase
asimismo US 2005/0123546 (Umana et al.) sobre moleculas de unién al antigeno
con glicosilacion modificada.
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La variante de glicosilacion preferida en la presente comprende una Regidn
Fc, en la cual una estructura de carbohidrato acoplada a ia Region F¢ carece de
fucosa. Dichas variantes tienen funcion de ADCC mejorada. Opcionalmente, la
Region Fc comprende ademas una o mas sustituciones de aminoacidos en la
misma que mejoran adicionalmente la ADCC, por ejemplo, sustituciones en las
posiciones 298, 333, y/o 334 de la Region Fc (numeracion Eu de residuos). Entre
ios ejemplos de publicaciones relativas a anticuerpos “desfucosilados” o “con
deficiencia de fucosa” se cuentan: US 2003/0157108; 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;
WQ02005/053742; Okazaki et al. J. Mol. Biol. 336:1239-1249 (2004); Yaman—
Ohnuki et al. Biotech. Biceng. 87. 614 (2004). Entre los ejemplos de lineas
celulares que producen anticuerpos desfucosilados se incluyen ceélulas Lec13
CHO deficientes en fucosilacion de la proteina (Ripka et al. Arch. Biochem.
Biophys. 249:533-545 (1986); Sol. de patente de los Estados Unidos
2003/0157108 A1, Presta, L y WO 2004/056312 A1, Adams et al., especialmente
en el Ejemplo 11) y lineas celulares con desactivacion (Knockout) tales como el
gen de alfa—1,6-fucosiltransferasa, FUT8, células CHO knockout (Yaman-Ohnuki
et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004)).

Otro tipo de variante es una variante por sustitucion de aminoacidos. Estas
variantes tienen el reempilazo de por lo menos un residuo aminoacido (por lo
menos dos, por lo menos tres, por lo menos 4 o mas) en la molécula del
anticuerpo por un residuo diferente. Los sitios de mayor interés para la
mutagénesis por sustitucion incluyen las regiones hipervariables, aunque también
se contemplan las aiteraciones de FR. Las sustituciones conservadoras estan
expuestas en la Tabla 1 bajo el encabezamiento “sustituciones preferidas.” Si
dichas sustituciones dan lugar a un cambio de la actividad bioldgica, luego se
pueden introducir cambios mas sustanciales denominados “sustituciones
ilustrativas” en la Tabla 1, o como se describe mas adelante en mayor detalle con

referencia a las clases de aminoacidos, y analizar los productos.

M0



100
Tabla 1

Residuo Sustituciones llustrativas Sustituciones
Original preferidas
Ala (A) Vai; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys
Asn (N) Gln; 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
le (1) Leu; Val; Met; Ala; Leu

Phe; Norleucina
Leu (L) Norleucina; lle; Val; lle

Met; Ala; Phe
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 (8) 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; Leu

Ala; Norieucina

Se logran modificaciones sustanciales en las propiedades biolégicas del
anticuerpo seleccionando sustituciones que difieren significativamente en su
efecto sobre el mantenimiento de (a) !a estructura de la cadena principal del
polipéptido en el area de la sustitucion, por ejemplo, en conformacion de [amina o
helicoidal, (b) la carga o hidrofobicidad de la molécula en el sitio objetivo, o (c) el
grueso de la cadena secundaria. Los residuos de origen natural se dividen en
grupos sobre la base de las propiedades comunes de la cadena secundaria:

(1} hidréfobos: norleucina, met, ala, val, leu, ile;

(2) hidrofilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;
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(3) acidos: asp, glu;

(4) basicos: his, lys, arg;

(5) residuos que influyen sobre 1a orientacién de la cadena: gly, proy
(6) aromaticos: trp, tyr, phe.

Las sustituciones no conservadoras conllevan el intercambio de un
miembro de una de estas clases por otra clase.

Un tipo de variante por sustitucidon conlleva la sustitucion de uno o mas
residuos de la region hipervariable de un anticuerpo progenitor (por ej., un
anticuerpo humanizado o humano). Por lo general, la variante (0 variantes)
obtenidas para el posterior desarrollo tiene propiedades biolégicas mejoradas con
respecto al anticuerpo progenitor del cual se los genera. Una manera conveniente
de generar dichas variantes por sustitucion conlleva la maduracién de la afinidad
utilizando exhibicion de fagos. En pocas palabras, se mutan varios sitios de la
regién hipervariable (por ej., 6-7 sitios) para generar todas las sustituciones de
aminoacidos posibles en cada sitio. Los anticuerpos asi generados se exhiben en
particulas de fago filamentoso en forma de fusiones al producto génico Ill de M13
empacado en cada particula. Las variantes exhibidas en fagos son sometidas
entonces a analisis de seleccidén para determinar la actividad biologica (por ej.,
afinidad de unién) como se describe aqui. Para identificar los sitios candidatos de
la regién hipervariabie para la modificacidn, se puede realizar la mutagénesis por
barrido con alanina para identificar los residuos de la regidn hipervariable que
contribuyen significativamente a la unién al antigeno. Por otro lado, o ademas,
puede ser ventajoso analizar una estructura cristalina del complejo antigeno-
anticuerpo para identificar puntos de contacto entre el anticuerpo y el antigeno.
Dichos residuos de contacto y residuos anexos son candidatos para la sustitucién
de acuerdo con las técnicas elaboradas en la presente. Una vez generadas
dichas variantes, se somete ai panel de variantes a analisis de seleccién de
acuerdo con lo descripto en la presente y se pueden seleccionar los anticuerpos
con propiedades superiores en uno 0 mas ensayos relevantes para su posterior
desarrollo.

Las moléculas de acido nucleico que codifican variantes de secuencias de
aminoacidos del anticuerpo se preparan mediante una variedad de metodos
conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen, aungue no a titulo de limitacién,
el aisiamiento de una fuente natural (en el caso de las variantes de secuencias de

aminoacidos de origen natural) o la preparacién por mutagénesis mediada por
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oligonucledtidos (dirigida al sitio), mutagenesis por PCR y mutagénesis de
cassette de una variante anteriormente preparada o una version no variante del
anticuerpo.

Puede ser aconsejable intreducir una o mas modificaciones de aminoacidos
en una Region Fc de los polipéptidos de inmunoglobulina de la invencion, para
generar asi una Regién Fc variante. La Regién Fc variante puede comprender
una secuencia de la Region Fc human (por e]., una Regién Fc de IgG1, 1gG2, 1gG3
o IgG4 humana) que comprende la modificacidon de un aminoacido (por €j., una
sustitucién) en una o mas posiciones de aminoacidos incluyendo la de una
cisteina bisagra.

De conformidad con esta descripcion y los principios de la técnica, se
contempla gue, en algunas realizaciones, un anticuerpo utilizado en los métodos
de la invencion puede comprender una o mas alteraciones en comparacion con el
anticuerpo contraparte de tipo salvaje, por €j., en la Region Fc. Estos anticuerpos
conservarian de todas maneras caracteristicas sustancialmente iguales
necesarias para uso terapéutico en comparacién con su contraparte de tipo
salvaje. Por ejemplo, se cree que se pueden realizar ciertas alteraciones en la
Regién Fc que darian lugar a una unién a C1q y/o Citotoxicidad dependiente del
complemente (CDC) modificada (es decir, mejorada o disminuida), por €j., de
acuerdo con lo descripto en W099/51642. Véase asimismo Duncan & Winter
Nature 322:738—40 (1988); Patente de Estados Unidos No. 5.648.260; Patente de
Estados Unidos No. 5.624.821 y W084/29351 con respecto a otros ejemplos de
variantes de la Region Fc. WO00/42072 (Presta) y WO 2004/056312 (Lowman)
describen variantes de anticuerpos con unién mejorada o disminuida a las FcRs.
El contenido de estas publicaciones de patente se incorpora expresamente a la
presente como referencia. Véase asimismo, Shields et al. J. Biol. Chem. 9(2):
6591-6604 (2001). Los anticuerpos con vidas medias incrementadas y union
mejorada al receptor Fc neonatal (FcRn), que es responsable por la transferencia
de IgGs materiales al feto (Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim et al., J.
Immunol. 24:249 (1994)), fueron descriptos en US2005/0014934A1 (Hinton et al.).
Estos anticuerpos comprenden una Region Fc con una o mas sustituciones en los
mismos que mejoran la union de la Region F¢ a FcRn. Los polipéptidos variantes
con secuencias de aminoacidos alteradas de la Region Fc y capacidad de unién a
C1q incrementada o reducida fueron descriptos en la Patente de Estados Unidos
No. 6.194.551B1, W099/51642. EI contenido de estas publicaciones de patente
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se incorpora expresamente a la presente como referencia.  Véase, ademas,
ldusogie et al., J. Immunol. 164:; 4178-4184 (2000).
Derivados de Anticuerpos

Los anticuerpos de la presente invencion pueden ser modificados a su vez
para contener otros restos no proteicos que son conocidos en ia técnica y de facil
obtencion.  Preferentemente, los restos adecuados para la derivacion del
anticuerpo son polimeros hidrosolubles. Los ejemplos no limitantes de polimeros
hidrosolubles incluyen, aunque no a titulo de limitacion, polietilen glicol (PEG),
copolimeros de etilen glicol/propilen glicol, carboximetilcelulosa, dextrano, polivinil
alcohol, polivinil pirrolidena, poli-1, 3—dioxolano, poli-1,3,6—trioxano, copolimero
de eftileno/anhidrido maleico, peliaminoacidos (ya sea homopolimeros o
copolimeros al azar) y dextrano o poli(n—vinil pirrolidona)polietiien glicol,
homopolimeros de propropilen glicol, copolimeros de 6xido de polipropileno/éxido
de etileno, polioles polioxietilados (por €j., glicerol), polivinil alcohol y mezclas de
los mismos. El polietilen glicol propionaldehido puede tener ventajas en la
elaboracion debido a su estabilidad en agua. El polimero puede ser de cualguier
peso molecular y puede ser ramificado o no ramificado. El nimero de polimeros
acoplados al anticuerpo puede variar, y se se acopla mas de un polimero, estos
pueden ser moleculas iguales o diferentes. En general, el nimero y/o tipo de
polimeros empleados para la derivacion puede ser determinado tomando en
cuenta factores que incluyen, aunque no a titulo de limitacién, las propiedades o
funciones especificas del anticuerpo a mejorar, el hecho de si el anticuerpo
derivado se va a utilizar en una terapia en condiciones definidas, etc.
Analisis se seleccion de anticuerpos con las propiedades buscadas

Los anticuerpos de la presente invencién pueden ser caracterizados por sus
propiedades fisicas/quimicas y funciones biologicas por diversos analisis
conocidos en la técnica (algunos de los cuales se describen en este documento).
En algunas realizaciones, los anticuerpes se caracterizan por uno o mas de
reduccion o bloqueo de la unién a FGF (como por ejemplo FGF1 y/o FGF9),
reduccion o bloqueo de la activacion de FGFR3, reduccion o bloqueo de la
sefializacidn molecular posterior del FGFR3, la alteracién o blogueo de la union de
FGFR3 a un ligando (por ej., FGF1, FGF9), reduccion o bloqueo de |la
dimerizacion del FGFR3, la promocidén de la formacion de FGFR3 monomérico, la
unién al FGFR3 monomérico y/o el tratamiento y/o prevenencién de un tumor, un
trastorno proliferativo de las celulas o un cancer y/o el tratamiento o prevencion
de un trastorno asociado con la expresion y/o actividad de FGFR3 (tal como la
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expresion y/o actividad incrementada de FGFR3). En algunas realizaciones, los
anticuerpos son seleccionados para una activacion incrementada de FGFR3,
sefalizacion molecular posterior incrementada del FGFR3, actividad apoptética,
regulacidén a menos del FGFR3 y funcion efectora (por ej., actividad de ADCC).

Los anticuerpos purificados pueden ser caracterizados ademas mediante
una serie de ensayos que incluyen, aungue no a titulo de limitacion, secuenciacion
N-terminal, andlisis de aminoacidos, cromatografia liquida de alta presién con
exclusion por tamafios no desnaturalizante (HPLC), espectrometria de masas,
cromatografia de intercambio ibnico y digestiéon con papaina.

En ciertas realizaciones de la invencién, los anticuerpos aqui producidos
son analizados para determinar su actividad biologica. En algunas realizaciones,
los anticuerpos de la presente invencidén son analizados para determinar su
actividad de unién al antigeno. Los andlisis de unién al antigeno que son
conocidos en la técnica y pueden ser utilizados en este contexto incluyen, aunque
no a titulo de limitacién, cualquier ensayo de unidn directa o competitiva que utilice
técnicas tales como western blots, radicinmunoensayos, ELISA (ensayo
inmunoabsorbente  enzimatico), inmunoensayos “sandwich’, ensayos de
inmunoprecipitacion, inmunoensayos fluorescentes e inmunoensayos de proteina
A. Mas adelante, en la seccién de Ejemplos se presentan ensayos ilustrativos de
union al antigeno y de otros tipos.

Si se pretende un anticuerpo anti-FGFR3 que inhiba el desarrollo de las
celulas, se puede analizar el anticuerpo candidato en ensayos in vitro y/o in vivo
que miden la inhibicion del crecimiento de las células. Si se pretende un
anticuerpo anti-FGFR3 que promueva, o no, la apoptosis, se puede analizar el
anticuerpo candidato en ensayos que miden la apoptosis. Los métodos para
examinar el crecimiento y/o proliferacion de una célula cancerosa, ¢ para
determinar la apoptosis de una célula cancerosa son muy conocidos en la técnica
y algunos han sido descriptos y ejemplificados en la presente. Los métodos
ilustrativos para determinar el crecimiento y/o proliferacién y/o apoptosis incluyen,
por ejemplo, el ensayo de incorporacion de BrdU, la incorporacion de MTT, [3H]-
timidina (por ej., el analisis TopCount (PerkinElmer)), ensayos de viabilidad de las
células (por e€j., CellTiter—Glo (Promega)), ensayos de fragmentacién del ADN,
ensayos de activacién de |la caspasa, exclusién con azul triptano, ensayos de
morfologia con cromatina y demas.

En una realizacion, la presente invencion contempla un anticuerpo que
posee funciones efectoras. En ciertas realizaciones, se miden las actividades de
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Fc del anticuerpo. Se pueden llevar a cabo ensayos de citotoxicidad in vitro y/o in
vivo para confirmar la reduccion/agotamiento de las actividades de CDC y/o
ADCC. Por ejemplo, se pueden ejecutar ensayos de unién al receptor Fc (FcR)
para asegurarse de que el anticuerpo carece de unién a FcyR (y por ende carece
de actividad de ADCC), pero mantiene la capacidad de unirse a FcRn. Las células

primarias que median en la ADCC, células NK, expresan Fc(RIIl solamente, en

tanto que los monocitos expresan Fc(RI, Fe(RIl y Fe(RIIl. La expresién de FcR en
las células hematopoyéticas esta resumida en la Tabla 3 de la pagina 464 de
Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991). En la Patente de
Estados Unidos No. 5.500.362 o 5.821.337 se describe un ejemplio de ensayo in
vitro para evaluar la actividad de ADCC de una molécula de interés. En la presente
también se ejemplifica un ensayo para detectar |a actividad de ADCC. Las células
efectoras utiles para esos ensayos incluyen células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) y células Killer Naturales (NK). Por otro lado, o ademas, se
puede evaluar la actividad de ADCC de la molécula de interés in vivo, por €j., en
un modelo animal tal como el descripto por Clynes et al. PNAS (USA) 95:652-656
(1998). También se pueden llevar a cabo ensayos de unién de C1q para
confirmar que el anticuerpo no puede unirse a C1q y, por ende, carece de
actividad de CDC. Para evaluar la activacién de complementos, se puede ejecutar
un ensayo de CDC, por €., el descripto por Gazzano-Santoro et al., J. Immunol.
Methods 202:163 (1996). Las determinaciones de unién de FcRn y clearance/vida
media in vivo se pueden efectuar asimismo empleando métodos conocidos en la
técnica, por ej., los descriptos en la seccion de Ejemplos.

Si se pretende un anticuerpo anti-FGFR3 que se une al FGFR3
monomeérico, se puede analizar el anticuerpo candidato en ensayos (tales como
ensayos in vitro} que miden la unién al FGFR3 monomérico y la promocion de la
formacion de FGFR3 monomérico. Esos ensayos son conocidos en la técnica y
en la presente se describen y ejemplifican algunos ensayos.

Si se pretende un anticuerpo anti-FGFR3 que inhibe la dimerizacion de
FGFR3, se puede analizar el anticuerpo candidato en ensayos de dimerizacion,
por €j., los descriptos y ejemplificados en la presente.

En algunas realizaciones, se determina la funcién agonista de FGFR3 del
anticuerpo candidato. Los métodos para evaluar la funcién o actividad agonista de
los anticuerpos FGFR3 son conocidos en la técnica y algunos también han sido
descriptos y ejemplificados en la presente.
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En algunas realizaciones, se determina la capacidad de un anticuerpo
FGFR3 para promover la regulacién a menos del receptor FGFR3, por €j., usando
métodos descriptos y ejemplificados en la presente. En una realizacion, se incuba
el anticuerpo FGFR3 con células de ensayo adecuadas, por ej., las lineas
celulares de cancer de vejiga (por gj., RT112) y después de un periodo de tiempo
adecuado, se cosechan los lisados celulares y se los examina para determinar los
niveles totales de FGFR3. También se puede utilizar el analisis FACS para
examinar los niveles superficiales de receptor FGFR3 tras la incubacion con los
anticuerpos FGFR3 candidatos.

Vectores, Células huesped y Métodos Recombinantes

Para la produccién recombinante de un anticuerpo de la invencion, se aisla
el acido nucleico que lo codifica y se lo inserta en un vector replicable para su
posterior clonacién (amplificacion del ADN) o para la expresién. Se aisla
facilmente el ADN que codifica el anticuerpo y se lo secuencia utilizando
procedimientos convencionales (por ej., utilizando sondas oligonucleotidicas con
capacidad para unirse especificamente a genes que codifican las cadenas pesada
y liviana del anticuerpo). Se dispone de numerosos vectores. La eleccion del
vector depende, en parte, de la célula huésped a utilizar. Por lo general, las
células huésped preferidas son de origen procariota o eucariota (generalmente de
mamifero). Se apreciara que se pueden utilizar regiones constantes de cualquier
isotipo para este fin, incluyendo las regiones constantes de 1gG, IgM, IgA, IgD y
IgE y que dichas regiones constantes se pueden obtener de cualquier especie
humana o animal.

a. Generacion de anticuerpos empleando células huésped procariotas:

i. Construccion de Vectores

Las secuencias de polinucledtido que codifican componentes polipeptidicos
del anticuerpo de la invencidn se pueden obtener empleando técnicas
recombinantes standard. Se pueden aislar las secuencias polinucleotidicas
deseadas y secuenciar de las celulas productoras del anticuerpo tales como las
celulas de hibridoma. Por otro lado, se pueden sintetizar los polinuclettidos
empleando sintetizador de nuclectidos o tecnicas de PCR. Una vez obtenidas, se
insertan las secuencias que codifican los polipéptidos en un vector recombinante
con capacidad para replicarse y expresar polinucledtidos heterélogos en
huéspedes procariotas. Se pueden utilizar numerosos vectores que estan
disponibles y son conocidos en ia técnica para los fines de la presente invencién.

La seleccién de un vector apropiado depende principalmente de! tamafio de los
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acidos nucleicos a insertar en el vector y de la célula huésped especifica a
transformar con el vector. Cada vector contiene diversos componentes,
dependiendo de su funcién (amplificacion o expresién del  polinucledtido
heterolélogo, 0 ambas) y su compatibilidad con la célula huésped especifica en la
cual reside. Los componentes del vector incluyen generalmente, aunque no a
titulo de limitacion: un origen de replicacién, un gen marcador de seleccién, un
promotor, un sitio de unién ribosomico (RBS), una secuencia de sefal, el inserto
del acido nucleico heterdlogo y una secuencia de terminacion de la transcripcién.

En general, se utilizan vectores plasmidos que contienen secuencias de
replicon y control que se obtienen de especies compatibles con la célula huésped
en conexion con estos huéspedes. El vector acarrea por lo general un sitio de
replicacion, como asi también secuencias marcadoras con capacidad para
producir la seleccion fenotipica en las células transformadas. Por ejemplo, por lo
general se transforma E. coli empleando pBR322, un plasmido derivado de una
especie de E. coli. pBR322 contiene genes que codifican resistencia a la
ampicilina (Amp) y tetraciclina (Tet) y por consiguiente ofrece un facil medio para
identificar celulas transformadas. pBR322, sus derivados, u otros plasmidos
microbianos o bacteriéfagos pueden contener ademdas, o ser modificados para
contener, promotores gque pueden ser utilizados por el organismo microbiano para
la expresion de proteinas enddgenas. Se describen en forma detallada los
ejemplos de derivados de pBR322 utilizados para la expresion de anticuerpos
especificos en la Patente de los Estados Unidos No. 5.648.237 de Carter et al.

Ademas, se pueden utilizar vectores fagos que contienen secuencias
repiicon y control que son compatibles con el microorganismo huésped como
vectores de transformaciéon en conexion con estos huéspedes. Por ejemplo, se
puede utilizar un bacteriéfago tal como A\GEM.TM.—11 en la preparacién de un
vector recombinante que se puede utilizar para transformar células huésped
susceptibles tales como E. coli LE392.

El vector de expresion de la invencion puede comprender dos 0 mas pares
de promotor—cistron, que codifican cada uno de los componentes del polipéptido.
Un promotor es una secuencia reguladora no traducida anterior (5') a un cistron
que modula su expresion. Los promotores procariotas recaen por lo general en
dos clases, inducible y constitutivo. Promotor inducible es un promotor que inicia
niveles incrementados de transcripcién del cistron bajo su control en respuesta a
cambios en la condicion del cultivo, por &j., la presencia o ausencia de un nutriente
0 un cambio de la temperatura.
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Se conoce bien un gran numero de promotores reconocidos por una
variedad de células huésped potenciales. El promotor seleccionado puede estar
operativamente ligado al ADN cistrén que codifica la cadena liviana o pesada
retirando el promotor del ADN de origen mediante digestion con enzimas de
restriccion e insertando la secuencia del promotor aislada en el vector de la
invencién. Se puede utilizar tanto la secuencia nativa del promotor como
numerosos promotores heterdlogos para dirigir la amplificacion y/o expresion de
los genes objetivo. En algunas realizaciones, se utilizan promotores heterdlogos,
ya que por lo general permiten una mayor transcripcion y rendimientos mas
elevados del gen objetivo expresado, en comparacién con el polipéptido promotor
objetivo.

Los promotores adecuados para usar con huéspedes procariotas incluyen
el promotor PhoA, los sistemas promotores de f—galactamasa y lactosa, a sistema
promotor de triptéfano (trp) y promotores hibridos tales como el promotor tac o trc.
Sin embargo, otros promotores que son funcionales en las bacterias (como por
ejemplo otros promotores bacterianos o fagos conocidos) también son adecuados.
Sus secuencias de nucleétidos han sido publicadas, permitiendo asi a un técnico
capacitado ligarlos operativamente a los cistrones que codifican las cadenas
liviana y pesada objetivo (Siebenlist et al., (1980) Cell 20: 269) utilizando ligantes o
adaptadores para aportar cualquier sitio de restriccion necesario.

En un aspecto de la invencion, cada cistrén dentro del vector recombinante
comprende un componente secuencia de sefial de secrecidon que dirige la
traslocacion de los polipéptidos expresados a través de la membrana. En general,
la secuencia de sefial puede ser un componente del vector, o puede ser parte del
ADN del polipéptido objetivo que se inserta en el vector. La secuencia de sefial
seleccionada para el propositc de la presente invencidn debe ser aquelia que es
reconocida y procesada (es decir, escindida por una peptidasa serial) por la célula
huésped. En el caso de las células huésped procariotas que no reconocen ni
procesan las secuencias de sefial nativas de los polipéptidos heterélogos, se
sustituye la secuencia de sefial por una secuencia de sefial procariota
seleccionada, por ejemplo, del grupo constituido por lideres de fosfatasa alcalina,
penicilinasa, Ipp, 0 enterotoxina Il termoestable (STII), LamB, PhoE, PelB, OmpA y
MBP. En una realizacién de la invencion, las secuencias de seiial utilizadas en
ambos cistrones del sistema de expresion son secuencias de sefal STIl o

variantes de las mismas.

M9



109

En otro aspecto, la producciéon de las inmunoglobulinas de acuerdo con la
invencion puede tener lugar en el citoplasma de la célula huésped vy, por lo tanto,
no requiere la presencia de secuencias de sefial de secrecién dentro de cada
cistron. En ese aspecto, las cadenas liviana y pesada de inmunoglobulina se
expresan, pliegan y ensamblan para formar inmunoglobulinas funcicnales dentro
del citoplasma. Ciertas cepas huésped (por gj., las cepas trxB de E. coli) confieren
condiciones al citoplasma que son favorables para la formacion de enlaces de
disulfuro, y de esa manera permiten un plegamiento y ensamble correctos de las
subunidades de proteina expresadas. Proba y Pluckthun Gene, 159:203 (1995).

Las células huésped procariotas adecuadas para expresar los anticuerpos
de la invencidon incluyen Archaebacteria y Eubacteria, tales como organismos
Gram-negativos o Gram-positivos. Entre los ejemplos de bacterias Utiles se
cuentan Escherichia (por ej., E. coli), Bacilli {por €j., B. subtilis), Enterobacteria,
especies de Pseudomonas (por ej., P. aeruginosa), Salmonella typhimurium,
Serratia marcescans, Klebsiella, Proteus, Shigella, Rhizobia, Vitreoscilla, o
Paracoccus. En una realizacioén, se utilizan células gram—negativas. En una
realizacion, se utilizan células de E. coli como huéspedes para la invencién. Los
ejemplos de Cepas de E. coli incluyen la cepa W3110 (Bachmann, Cellutar and
Molecular Biology, vol. 2 (Washington, D.C.. American Society for Microbiology,
1987), pp. 1190-1219; Deposito en la ATCC No. 27,325) y derivados de las
mismas, incluyendo la cepa 33D3 que tiene el genctipo W3110 AfhuA (AtonA) ptr3
lac Ig lacL8 AompTA{nmpc—fepE) degP41 kanR (patente de los Estados Unidos
No. 5.639.635). También son adecuadas otras cepas y derivadas de las mismas
tales como E. coli 294 (ATCC 31,446), E. coli B, E. colir 1776 (ATCC 31,5637) y E.
coli RV308 (ATCC 31,608). Estos ejemplos son ilustrativos y no limitantes. Los
meétodos para la construccion de derivados de cualquiera de las bacterias antes
mencionadas con genotipos definidos son conocidos en la técnica y han sido
descriptos, por ejemplo, por Bass et al, Proteins, 8:308-314 (1990).
Generalmente es necesario seleccionar las bacterias apropiadas tomando en
cuenta la replicabilidad del replicdn en las células de una bacteria. Por ejemplo,
se pueden utilizar especies de E. coli, Serratia, o Salmonella adecuadamente
como huésped cuando se utilizan plasmidos conocidos tales como pBR322,
pBR325, pACYC177, o pKN410 para aportar el replicén. Por lo general la célula
huésped debe secretar cantidades minimas de enzimas proteolédticas y se pueden
incorporar convenientemente otros inhibidores de la al cultivo celular.

ii. Produccién de anticuerpos
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Las células huésped se transforman con los vectores de expresion antes
descriptos y se las cultiva en medios nutrientes convencionales modificados de
manera apropiada para inducir promotores, seleccionar transformantes o
amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas.

Transformacién significa introducir ADN en el huésped procariota de
manera que el ADN se pueda replicar, ya sea como elemento extracromosomico o
por integrante cromosomico. Dependiendo de la celula huésped usada, la
transformacién se realiza empleando técnicas standard apropiadas para esas
células. Generalmente se utiliza el tratamiento con calcio que emplea cloruro de
calcio para células bacterianas que contienen barreras sustanciales en la pared
celular. Otro método de transformacion emplea polietilen glicol/DMSO. Otra de las
tecnicas empleadas es la electroporacion.

Las células procariotas utilizadas para producir los polipéptidos de la
invencion son cuitivadas en medios conocidos en la técnica y adecuados para el
cultivo de las células huésped seleccionadas. Entre los ejemplos de medios
adecuados se cuentan el caldo Luria {LB) mas suplementos nutrientes necesarios.
En algunas realizaciones, el medio contiene ademas un agente de seleccidn,
elegido sobre la base de la construccién del vector de expresién, pare permitir
selectivamente el desarrollo de células procariotas que contienen el vector de
expresion. Por ejemplo, se agrega ampicilina al medio para cultivar células que
expresan el gen resistente a la ampicilina.

También se puede incluir cualquier suplemento necesario, aparte de
fuentes de carbono, nitrégeno y fosfato inorganico en concentraciones apropiadas,
introducido solo o en forma de mezcla con otro suplemento o medio tal como una
fuente de complejo de nitrdgeno. Opcionalmente el medio de cultivo puede
contener uno 0 mas agentes reductores seleccionados del grupo que consiste en
glutation, cisteina, cistamina, tioglicolato, ditioeritritol y ditiotreitol.

Las células huésped procariotas se cultivan a temperaturas adecuadas.
Para el desarrollo de E. coli, por ejemplo, la temperatura preferida esta en el rango
de aproximadamente 20°C a aproximadamente 39°C, mas preferentemente de
aproximadamente 25°C a aproximadamente 37°C, aun mas preferentemente a
aproximadamente 30°C. El pH del medio puede ser cualquier pH en el rango de
aproximadamente 5 a aproximadamente 9, dependiendo principalmente del
organismo huésped. En el caso de E. coli, el pH es preferentemente de
aproximadamente 6,8 a aproximadamente 7,4 y mas preferentemente de
aproximadamente 7,0.
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Si se utiliza un promotor inducible en el vector de expresion de [a invencion,
se induce la expresion de la proteina en condiciones adecuadas para la activacion
del promotor. En un aspecto de la invencién, se utilizan promotores PhoA para
controlar la transcripcion de los polipéptidos. En consecuencia, las células
huésped transformadas se cultivan en un medio con limitacién del fosfato para la
induccion Preferentemente, el medio limitador del fosfato es el medio C.R.A.P
(véase, por g]., Simmons et al., J. Immunol. Methods (2002), 263:133-147). Se
puede utilizar una variedad de inductores adicionales, segln la construccién del
empleada, como se sabe en la técnica.

En una realizacion, los polipéptidos expresados de la presente invencion se
secretan en el periplasma de las células huésped y se recuperan del mismo. La
recuperacion de proteinas conlleva por lo general la alteracion del
microorganismo, generalmente por medios tales como chogque osmético,
ultrasonido o lisis. Una vez desbaratadas las células, se puede retirar el desecho
celular o células enteras por centrifugacion o filtracion. Las proteinas pueden ser
purificadas adicionalmente, por ejemplo, por cromatografia de afinidad con resina.
Por otro lado, las proteinas pueden ser trasladadas al medio de cultivo y aisladas
en el mismo. Se pueden retirar las células del cultivo y del sobrenadante de
cultivo que se esta filtrando y concentrarlas para la purificacion adicional de las
proteinas producidas. Los polipéptidos expresados pueden ser aislados e
identificados a su vez utilizando métocdos comiunmente conocidos tales como
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) y analisis de Western blot.

En un aspecto de la invencion, la produccion de anticuerpos se lieva a cabo
en grandes cantidades mediante un proceso de fermentacién. Se dispone de
diversos procedimientos de fermentacion discontinua en gran escala para la
produccién de proteinas recombinantes. Las fermentaciones en gran escaia tienen
per lo menos 1000 litros de capacidad, preferentemente de aproximadamente
1.000 a 100.000 litros de capacidad. Estos fermentadores utilizan impulsores
agitadores para distribuir el oxigeno y los nutrientes, especialmente glucosa (la
fuente preferida de carbono/energia). Fermentacion en pequefia escala se refiere,
en general, a la fermentacién en un fermentador que no tiene una capacidad
volumeétrica superior a 100 litros y puede estar en el rango de aproximadamente 1
litro a aproximadamente 100 litros.

En un proceso de fermentacion, por lo general se inicia la induccidn de la
expresion de proteina una vez que las células se han desarrollado, en condiciones

adecuadas, a una densidad deseada, por ej., una DOS50 de aproximadamente
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180-220, etapa en la cual las células estan en la fase estacionaria temprana. Se
puede utilizar una variedad de inductores, segun la construccion del vector
empleada, como se conoce en la técnica y se describiera anteriormente. Las
células pueden ser cultivadas durante pericdos mas breves antes de la induccién.
Habitualmente se induce a las células durante aproximadamente 12-50 horas, si
bien se puede utilizar un periodo de induccién mas prolongado o mas breve.

Para mejorar el rendimiento productivo y la calidad de los polipéptidos de la
invencion, se pueden modificar diversas condiciones de fermentacion. Por
ejemplo, para mejorar el armado y plegamiento correctos de los polipéptidos del
anticuerpo secretado, se pueden utilizar otros vectores que sobreexpresan
proteinas chaperonas tales como proteinas Dsb (DsbA, DsbB, DsbC, DsbD, y/o
DsbG) o FkpA (a peptidilprolil cistrans—isomerasa con actividad de chaperona)
para cotransformar las celulas huésped procarictas. Se ha demostrado que las
proteinas chaperonas facilitan el plegamiento correcto y la solubilidad de las
proteinas heterdlogas producidas en las células huésped bacterianas. Chen et al.,
(1999) J. Biol. Chem. 274:19601-19605; Georgiou et al., Patente de los Estados
Unidos No. 6.083.715; Georgiou et al, Patente de los Estados Unidos No.
6.027.888; Bothmann and Pluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275:17100-17105;
Ramm y Pluckthun, (2000) J. Biol. Chem. 275:17106-17113; Arie et al., (2001)
Mol. Microbiol. 39:199-210.

Para minimizar la protedlisis de las proteinas heterélogas expresadas
(especialmente las que son protecliticamente sensibles) se pueden utilizar ciertas
cepas huésped deficientes para las enzimas proteoliticas para la presente
invencion. Por ejemplo, se pueden modificar cepas de células huésped para
efectuar una o mas mutaciones geneticas en l0s genes que codifican proteasas
bacterianas conocidas tales como Proteasa Ill, OmpT, DegP, Tsp, Proteasa |,
Proteasa Mi, Proteasa V, Proteasa VI y combinaciones de las mismas. Se
dispone de algunas cepas de E. coli con deficiencia de proteasa y han sido
descriptas, por ejemplo, por Joly et al., (1998}, supra; Georgiou et al., Patente de
los Estados Unidos No. 5.264.365; Georgiou et al., Patente de los Estados Unidos
No. 5.508.192; Hara et al., Microbial Drug Resistance, 2:63-72 (1996).

En una realizacién, se utilizan cepas de E. coli con deficiencia de enzimas
proteoliticas y se las transforma con plasmidos que sobreexpresan una o mas
proteinas chaperonas como células huésped en el sistema de expresion de la
invencion.

iii. Purificacion de Anticuerpos
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Se pueden emplear métodos standard de purificacion de proteinas
conocidos en la técnica. Los siguientes procedimientos son ilustr4ativos de los
procedimientos de purificacion adecuados: fraccionamiento en columnas de
inmunoafinidad o intercambio i6nico, precipitacion de etanol, HPLC de fase
inversa, cromatografia en silice 0 una resina de intercambio catiénico tal como
DEAE, cromatoenfoque, SDS-PAGE, precipitacion con sulfato de amonio y
filtracién en gel utilizando, por ejemplo, Sephadex G-75.

En un aspecto, se utiliza Proteina A inmovilizada en una fase sélida para la
purificacion por inmunoafinidad de los productos anticuerpos de longitud total de la
invencién. La proteina A es una proteina de 41kD de la pared celular de
Staphylococcus aureas que se une con elevada afinidad a la Region Fc de los
anticuerpos. Lindmark et al., (1983) J. Immunol. Meth. 62:1-13. La fase sdlida en
la cual se inmoviliza la Proteina A es preferentemente una columna que
comprende una superficie de vidrio o silice, mas preferentemente una columna de
vidrio de poro controlado ¢ una columna de acido silicico. En algunas
aplicaciones, la columna ha sida revestida con un reactivo, por ejemplo glicerol, en
un intento por prevenir la adherencia no especifica de contaminantes.

Como primer paso de purificacion, se aplica la preparacion derivada del
cultivo celular antes descripto a la fase solida inmovilizada con Proteina A para
permitir la unién del anticuerpo de interés a la Proteina A. A continuacion se lava
la fase sélida para eliminar los contaminantes unidos de modo no especifico a la
fase sdlida. Por dltimo se recupera el anticuerpo de interés de [a fase sdlida
mediante elucion.

b. Generacidn de anticuerpos empleando células huésped eucariotas:

Los componentes del vector incluyen en general, aunque no a titulo de
limitacion, uno o mas de los siguientes: una secuencia de sefial, un origen de
replicacién, uno 0 mas genes marcadores, un elemento potenciador, un promotor
y una secuencia de terminacion de la transcripcion.

(i) Componente Secuencia de Sefal

Un vector para usar en la celula huésped eucariota puede contener ademas
una secuencia de sefal u otro polipéptido que tiene un sitio de escisién especifico
en el término N de la proteina madura o polipéptido de interés. La secuencia de
sefial heterdloga seleccionada es preferentemente una secuencia reconocida y
procesada (es decir, escindida por la peptidasa de sefal) por la célula huésped.
En la expresion en celulas de mamifero, se dispone de secuencias de sefal de
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mamifero, como asi también lideres secretorias virales, por ejemplo la sefal de
herpes simplex gD.

El ADN correspondiente a dicha regién precursora se liga en el marco de
lectura al ADN que codifica el anticuerpo.

(i) Origen de replicacién

Por lo general, un componente origen de replicaciéon no es necesario para
los vectores de expresion de mamiferos. Por ejemplo, se puede utilizar
tipicamante el origen SV40 solo porque contiene el promotor temprano.

(iii) Componente genes de seleccion

Los vectores de expresion y clonacidn pueden contener un gen de
seleccidn, denominado marcador seleccionable. Los genes de seleccion tipicos
codifican proteinas que (a) confieren resistencia a los antibiéticos u otras toxinas,
por ej., ampicilina, neomicina, metotrexato, o tetraciclina, (b) complementan
deficiencias auxotréficas, en caso de ser pertinente o (c) aportan nutrientes criticos
no disponibles en medios complejos.

Un ejemplo de esquema de seleccidon utiliza una droga para detener el
desarrollo de una célula huésped. Las células que se transforman
satisfactoriamente con un gen heterdlogo producen una proteina que confiere
farmaco resistencia y por consiguiente sobreviven al régimen de seleccidn. Los
ejemplos de dicha seleccion dominante utilizan las drogas neomicina, acido
microfendlico e higromicina.

Otro ejemplo de marcadores seleccionables adecuados para células de
mamifero son las que permiten la identificacion de céiulas competentes para
captar el acido nucleico del anticuerpo, como por ejemplo DHFR, timidina quinasa,
metalotioneina—l y —llI, preferentemente genes de metalotioneina de primate,
adenosina desaminasa, ornitina descarboxilasa, etc.

Por ejemplo, en primer lugar se identifican las células transformadas con el
gen de selecciéon DHFR cultivando todos los transformantes en un medio de
cultivo que contenga metotrexato (Mtx), un antagonista competitivo del DHFR.
Una célula huésped apropiada cuando se emplea DHFR de tipo salvaje es |a linea
celular de ovario de hamster chino (CHO) con deficiencia de actividad de DHFR
(por gj., ATCC CRL-9096).

Por ofro lado, se pueden seleccionar las células huésped (especialmente
huéspedes de tipo salvaje que contienen un DHFR endbégeno) transformadas o
cotransformadas con secuencias de ADN que codifican un anticuerpo, la proteina

DHFR de tipo salvaje y otro marcador seleccionable tal como aminoglucésido 3'-
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fosfotransferasa (APH) mediante cultivé celular en medio que contiene un agente
de seleccion para el marcador seleccionable tal como un antibidtico
aminoglucosidico, por gj., kanamicina, neomicina, o G418. Ver la Patente de los
Estados Unidos No. 4.965.199.

(iv) Componente promotor

Los vectores de expresién y clonacién habitualmente contienen un promotor
que es reconocido por el organismo huésped y esta operativamente ligado al acido
nucleico del polipéptido anticuerpo. Se conocen secuencias promotoras para
eucariotas. Practicamente todos los genes eucariotas tienen una regidn rica en AT
situada aproximadamente 25 a 30 bases delante del sitio en que se inicia la
transcripcion. Otra secuencia encontrada 70 a 80 bases delante del comienzo de
la transcripcion de muchos genes es una region CNCAAT en la que N puede ser
cualquier nucleétido. En el extremo 3’ de la mayoria de los genes eucariotas hay
una secuencia AATAAA que puede ser |a sefial para la adicion de la cola poli A al
extremo 3’ de la secuencia codificadora. Todas estas secuencias se insertan
adecuadamente en vectores de expresion eucariotas.

La transcripcidon de los polipéptidos de anticuerpos de vectores en células
huésped de mamifero es controlada, por ejemplo, por promotores obtenidos de los
genomas de virus tales como el polioma virus, virus de la viruela aviar, adenovirus
(tales como Adenovirus 2), papiloma virus bovino, virus del sarcoma aviar,
citomegalovirus, un retrovirus, virus de ia hepatitis B y Virus del Simio 40 (SV40),
de promotores de mamiferos heterdlogos, por ejemplo el promotor de actina o un
promotor de inmunoglobulina, de promotores termosensibles, siempre que esos
promotores sean compatibles con los sistemas de ceélulas huésped.

Los promotores temprano y tardio del virus SV40 se obtienen
convenientemente en forma de fragmento de restriccibn SV40 que tambien
contiene el origen de replicacidon viral SV40. El promotor temprano inmediato del
citomegalovirus humano se obtiene convenientemente como fragmento de
restriccion Hindlll E. Un sistema para expresar ADN en huésped de mamifero que
utiliza un papiloma virus bovino como vector ha sido descriptos en la Patente de
los Estados Unidos No. 4.419.446. En la Patente de los Estados Unidos No.
4.601.978 se describe una modificacién de este sistema. Por otro lado, se puede
utilizar la repeticion terminal larga del Virus de Sarcoma Rous como promotor.

(v) Componente elemento potenciador

La transcripcibn del ADN que codifica el anticuerpo polipéptido de la

presente invencion por eucariotas superiores se incrementa con frecuencia
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mediante la insercidn de una secuencia potenciadora en el vector. Ahora se
conocen numerosas secuencias potenciadoras de genes de mamifero (globina,
elastasa, albumina, a—fetoproteina e insulina). Por lo general, sin embargo, se
suele emplear un potenciador de un virus o células eucariotas. Entre los ejemplos
se cuentan el potenciador SV40 en el lado tardio del origen de replicacion (pb
100-270), el potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el
potenciador de polioma en el lado tardio del origen de replicacion y potenciadores
de adenovirus. Véase asimismo Yaniv, Nature 297:17-18 (1982) sobre elementos
potenciadores para la activacion de promotores eucariotas. El potenciador puede
ser empalmado en el vector en una posicién 5' o 3' con respecto a la secuencia
polipeptidica codificadora del anticuerpo, aunque preferentemente esta situado 5’
con respecto al promotor.

(viy Componente de Terminacién de la Transcripcion

Los vectores de expresion empleados en las células huésped eucariotas
por lo general contienen asimismo secuencias necesarias para la terminacion de
la transcripcion y para estabilizar el ARNm. Dichas secuencias se pueden obtener
comunmente de las regiones sin traducir 5' y, ocasionalmente, 3', de los ADNs o
ADNCc eucariotas o virales. Estas regiones contienen segmentos de nucleétidos
transcriptos en forma de fragmentos poliadenilados en Ia porcién sin traducir del
ARNm que codifica un anticuerpo. Un componente til de terminacion de la
transcripcién es la regién de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina.
Ver W094/11026 y el vector de expresién descripto en ese documento.

(vii) Seleccidn y transformacién de células huésped

Las células huésped adecuadas para la clonacion o expresion del ADN en
los vectores de la presente incluyen células eucariotas superiores descriptas en la
presente, incluyendo celulas huésped de vertebrado. La propagacion de las
células de vertebrado en cultivo (cultivo tisular) se ha convertido en un
procedimiento de rutina. Los ejemplos de lineas utiles de células huésped de
mamifero son la linea CV1 de rindn de mono transformada por SV40 (COS-7,
ATCC CRL 1651); la linea de rifion embrionario humano (células 293 o 293
subclonada para desarrollarse en cultivo en suspension, Graham et al., J. Gen.
Virol. 36:59 (1977)); células de riidn de hamster neonato (BHK, ATCC CCL 10);
células de ovario de hamster chino /~DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77:4216 (1980)) ; células de sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod.
23:243-251 (1980) ); células de rifidn de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de
rifén de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL~1587); células de carcinoma
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cervical humano (HELA, ATCC CCL 2); células renales caninas (MDCK, ATCC
CCL 34); células de higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de
pulmon humano (W138, ATCC CCL 75), hepatocitos humanos (Hep G2, HB
8065); tumor mamario de ratén (MMT 060562, ATCC CCL51); células TRI (Mather
et al, Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1982)); células MRC 5; células FS4 y
una linea de hepatoma humana (Hep G2).

Se transforman células huésped con los vectores de expresion o clonacion
antes descriptos para la produccidn de anticuerpos y se cultivan en medios
nutrientes convencionales modificados segun lo apropiado para inducir
promotores, seleccionar transformantes, o amplificar los genes que codifican las
secuencias pretendidas.

(viii) Cultivo de las células huesped

Las células huésped utilizadas para producir un anticuerpo de la presente
invencidn se pueden cultivar en una variedad de medios. Los medios disponibles
en el comercio tales como F10 Ham (Sigma), Medio Esencial Minimo ((MEM),
(Sigma), RPMI-1640 (Sigma) y Medio de Eagle Modificado de Dulbecco ((DMEM),
Sigma) son adecuados para cultivar células huesped. Ademads, se puede utilizar
cualquiera de los medios descriptos por Ham et al.,, Meth. Enz. 58:44 (1979),
Barnes et al., Anal. Biochem.102:255 (1980), patentes de los Estados Unidos Nos.
4.767.704, 4.657.866; 4.927.762; 4.560.655; o 5,122,469; WO 90/03430; WO
87/00195; o Patente de U.S. Re. 30.985 como medio de cultive para las células
huésped. Cualquiera de estos medios puede ser suplementado segin lo
necesario con hormonas y/u otros factores de crecimiento (tales como insulina,
transferrina o factor de crecimiento epidémico), sales (tales como cloruro de
sodio, calcio, magnesio y fosfato), buffers (tales como HEPES), nucleétidos (tales
como adenosina y timidina), antibiéticos (tales como GENTAMICINA™ drug),
oligoelementos (que se definen como compuestos inorganicos habitualmente
presentes en concentraciones finales en el rango micromolar) y glucosa o una
fuente de energia equivalente. También se puede incluir cualquier otro suplemento
necesario en concentraciones apropiadas que serian de conocimiento de las
personas con capacitacion en la técnica. Las condiciones de cultivo, como por
ejemplo la temperatura, pH y demas, son las empleadas anteriormente con la
célula huésped seleccionada para la expresion y debe ser evidente para la
persona con capacitaciéon normal en la.

(ix) Purificacién del Anticuerpo
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Cuando se utilizan técnicas recombinantes, se puede producir el anticuerpo
intracelularmente o secretarlo directamente en el medio. Si el anticuerpo se
produce en forma intracelular, como primer paso, se eliminan los desechos
celulares, ya sean células huésped o fragmentos lisados, por ejemplo por
centrifugacion o ultrafiltracion. Cuando el anticuerpo es secretado en el medio,
generalmente se concentran en primer lugar los sobrenadantes de esos sistemas
de expresion utilizando un filtro de concentracién de proteinas existente en el
comercio, por ejemplo, una unidad de ultrafiltracién Amicon o Millipore Pellicon.
Se puede incluir un inhibidor de la proteasa tal como PMSF en cualquiera de los
pasaos mencionados para inhibir la protedlisis y se pueden incluir antibidticos para
prevenir el desarrollo de contaminantes accidentales.

La composicidén del anticuerpo preparada con las células se puede purificar
usando, por ejemplo, cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel, dialisis
y cromatografia de afinidad, entre las cuales la cromatografia de afinidad es la
técnica de purificacidn preferida. La adecuabilidad de Ia proteina A como ligando
de afinidad depende de la especie e isotipo de cualquier dominioc Fc de
inmunoglobulina Fc que esté presente en el anticuerpo. La Proteina A se puede
utilizar para purificar anticuerpos que se basan en cadenas pesadas humanas y1,
y2, o ¥4 (Lindmark et al., J. immunol. Meth. 62:1-13 (1983)). La proteina G es
recomendable para todos los isotipos de ratdn y para y3 humana (Guss et al,,
EMBO J. 5:15671575 (1986)). La matriz a la cual se acopla el ligando de afinidad
es casi siempre agarosa, aunque se dispone de otras matrices. Las matrices
mecanicamente estables tales como vidrio de poro controlado ©
poli(estirendivinil}benceno dan lugar a caudales mas rapidos y tiempos de
procesamiento méas breves de los que se puede obtener con agarosa. Cuando el
anticuerpo comprende un dominio CH3, la resina Bakerbond ABX™ (J. T. Baker,
Phillipsburg, NJ) es Util para la purificacion. También existen otras técnicas para la
purificacion de proteinas, como por ejemplo fraccionamiento en una columna de
intercambio ibnico, precipitacién de etanol, HPLC de Fase Inversa, cromatografia
en silice, cromatografia en heparina cromatografia SEPHAROSE™ en una resina
de intercambio de aniones o cationes (tal como una columna de acido
poliaspartico), cromatoenfoque, SDS-PAGE y precipitacion con sulfato de amonio
dependiendo del anticuerpo a recuperar.

Después de cualquier paso de purificacién preliminar, se puede someter a
la mezcla que comprende el anticuerpo de interés y contaminantes a

cromatografia de interacciéon hidréfoba a bajo pH utilizando un buffer de elucion a
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un pH de entre aproximadamente 2,54,5, ejecutada preferentemente con
concentraciones bajas de sal (por €j., sal de aproximadamente 0-0,25 M).
Inmunoconjugados

La invencidén presenta asimismo inmunoconjugados (denominados de
manera intercambiable “conjugados anticuerpo—droga” o "ADC"), que comprenden
cualquiera de los anticuerpos anti-FGFR3 descriptos en la presente conjugados a
un agente citotoxico tal como un agente quimioterapéutico, una droga, un agente
inhibidor del crecimiento, una toxina (por €., una toxina enzimaticamente activa de
origen bacteriano, fungico, vegetal o animal o fragmentos de la misma), o un
iIsdtopo radiactivo (es decir, un radioconjugado).

El uso de conjugados anticuerpo—droga para la administracion local de
agentes citotdxicos o citostaticos, es decir drogas para matar o inhibir células
tumorales en el tratamiento del cancer (Syrigos and Epenetos (1999) Anticancer
Research 19:605-614; Niculescu—Duvaz and Springer (1997) Adv. Drg. Del. Rev.
26:151-172;, Patente de los Estados Unidos No. 4.975278) permite la
administracion dirigida de la porcién farmacoldgica a los tumores y la acumulacion
intracelular de la misma, donde la administracidén sistémica de estos agentes
farmacologicos no conjugados puede dar lugar a niveles inadmisibles de toxicidad
para las células normales, asi como para las células tumorales que se pretende
eliminar (Baldwin et al., (1986) Lancet pp. (Mar. 15, 1986):603-05; Thorpe, (1985)
“Anticuerpo Carriers Of Agentes citotoxicos In Cancer Therapy: A Review,” in
Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, A. Pinchera et al.
(ed.s), pp. 475-506). De esa manera se busca la eficacia maxima con minima
toxicidad. Se ha informado la utilidad tanto de anticuerpos policlonales como
anticuerpos monoclonales en estas estrategias {Rowland et al., (1986) Cancer
Immunol. Immunother., 21:183-87). Las drogas empleadas en estos métodos
incluyen daunomicina, doxorubicina, methotrexato y vindesina (Rowland et al.,
(1986} obra citada). Las toxinas empleadas en los conjugados anticuerpo—toxina
incluyen toxinas bacterianas tales como la toxina de la difteria, toxinas vegetales
tales como ricino, toxinas de peqguefias moléculas tales como geldanamicina
(Mandler et al (2000) Jour. of the Nat. Cancer Inst. 92(19).1573-1581; Mandler et
al., (2000) Bioorganic & Med. Chem. Letters 10:1025-1028; Mandler et al., (2002)
Bioconjugate Chem. 13:786-791), maitansinoides (EP 1391213; Liu et al., (1996)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623) y caliqueamicina (Lode et al., (1998)
Cancer Res. 58:2928; Hinman et al., (1993) Cancer Res. 53:3336-3342). Las

toxinas pueden ejercer sus efectos citotoxicos y citostaticos por mecanismos que
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incluyen la unidn a tubulina, la unién de ADN o la inhibicién de la topoisomerasa.
Algunas drogas citotoxicas tienden a ser inactivas 0 menos activas cuando estan
conjugadas a grandes anticuerpos o ligandos del receptor de proteinas.

ZEVALIN® (ibritumomab tiuxetan, Biogen/ldec) es un conjugado
anticuerpo—radioisétopo compuesto por una IgGt de anticuerpo monoclonal
murino kappa dirigido contra el antigeno CD20 encontrado en la superficie de
linfocitos B normales y malignos y el radioisétopo '''In o *°¥ unido mediante un
ligante~quelante de tiourea (Wiseman et al, (2000) Eur. Jour. Nucl. Med.
27(7).766—-77; Wiseman et al., (2002) Blood 99(12):4336—42; Witzig et al., (2002}
J. Clin. Oncol. 20(10):2453-63; Witzig et al., (2002) J. Clin. Oncol. 20(15).3262—
69). Si bien ZEVALIN tiene actividad contra el Linfoma de Células B no de
Hodgkin (NHL), su administracion da lugar a citopenias severas y prolongadas en
la mayoria de los pacientes. MYLOTARG™ (gemtuzumab ozogamicina, Wyeth
Pharmaceuticals), un conjugado anticuerpo droga compuesto por un anticuerpo
CD33 hu ligado a caligueamicina fue aprobado en el 2000 para el tratamiento de
la leucemia mielocide aguda por inyeccion (Drugs of the Future (2000) 25(7).686;
Patentes de Estados Unidos Nos. 4.970.198; 5.079.233, 5.585.089, 5.606.040,
5.6937.62, 5.739.116, 5767.285, 5.773.001). Cantuzumab maitansine
(Immunogen, Inc.), un conjugado anticuerpo droga compuesto por el anticuerpo
huC242 ligado por el ligante de disulfuro SPP a la porcion droga maitansinoide,
DM1, estd avanzando a los ensayos en Fase |l para el tratamiento de canceres
que expresan CanAg, tales como el de colon, pancreatico, gastrico y otros. MLN-
2704 (Millennium Pharm., BZL Biologics, Immunogen Inc.}, un conjugado
anticuerpo droga compuesto por el anticuerpo monoclonal contra el antigeno
membrana especifico de la préostata (PSMA) ligado a la porcidon droga
maitansinoide, DM1, estd en desarrollo para el potencial tratamiento de tumores
de préstata. Los peptidos de auristatina, auristatina E (AE) y monometilauristatina
(MMAE), analogos sintéticos de dolastatina, fueron conjugados a anticuerpos
monoclonales quiméricos ¢cBR96 (especificos para Y Lewis en carcinomas) y
cAC10 (especifico para CD30 en malignidades hematolégicas) (Doronina et al.,
(2003) Nature Biotechnology 21(7):778-784) y estan siendo objeto de desarrolio
terapéutico.

En la presente se describen agentes quimioterapeuticos Utiles para la
generacion de inmunoconjugados (por ej., en parrafos anteriores). Las toxinas
enzimaticamente activas y fragmentos de las mismas que se pueden utilizar

incluyen la cadena A de la difteria, fragmentos activos que no se unen de la toxina



121

de la difteria cadena de exotoxina A (de Pseudomonas aeruginosa), cadena A de
ricino, 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), inhibidos de momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de
sapacnaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina y
los tricotecenes. Ver, por g]., WO 83/21232 publicada el 28 de octubre de 1993.
Se dispone de una variedad de radiontclidos para la produccion de anticuerpos
radioconjugados. Los ejemplos incluyen #'2Bi, ™', **'In, ®Y y '®®Re. Los
conjugados del anticuerpo y el agente citotoxico se preparan empleando una
variedad de agentes multifuncionales de acoplamiento de proteinas tales como
N—succinimidil-3—(2—piridylditiol) propionato (SPDP), iminotiolano (IT), derivados
bifuncionales de imidoesteres (tales como dimetil adipimidato HCI), ésteres activos
(tales como disuccinimidil suberato), aldehidos (tales como glutaraldehido),
compuestos bis—azido (tales como bis (p—azidobenzoil) hexandiamina), derivados
bis—diazonio (tales como bis—(p—diazoniumbenzoil)—etilendiamina), diisocianatos
(tales como toluen 2,6—diisocianato) y compuestos de fllor bis—activos (tales como
1,5—difluoro—2,4—dinitrobencenc). Por ejemplo, se puede preparar una
inmunotoxina de ricino de acuerdo con lo descripto por Vitetta et al., Science, 238:
1098 (1987). El acido 1-isotiocianatobencil-3-metildietilen triaminapentaacético
marcado con Carbono 14 (MX-DTPA) es un agente quelante ilustrativo para la
conjugacién del radionucledtido al anticuerpo. Ver W094/11026.

Conjugados de un anticuerpo y una o mas toxinas de pequefias moléculas
tales como una caligueamicina, maitansinoides, dolastatinas, aurostatinas, un
tricoteceno y CC1065 y los derivados de estas toxinas con actividad de toxina
también estan contemplados en la presente.

i. Maitansina y maitansinoides

En algunas realizaciones, el inmunoconjugado comprende un anticuerpo
(de longitud total o fragmentos) de la invencién conjugado a una o mas moléculas
de maitansinoide.

Los maitansinoides son inhibidores mitéticos que actian inhibiendo la
polimerizacion de tubulina. La maitansina fue aislada por primera vez del arbusto
de Africa oriental Maytenus serrata (Patente de los Estados Unidos No.
3.896.111). Seguidamente, se descubrio que ciertos microbios también producian
maitansinoides, como por ejemplo maitansinol y ésteres de maitansinol C-3
(Patente de los Estados Unidos No. 4.1561.042). El maitansinol sintético y sus

derivados y analogos han sido descriptos, por ejemplo, en las Patentes de los
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Estados Unidos Nos. 4.137.230, 4.248.870, 4.256.746, 4.260.608, 4.265.814,
4.294.757, 4.307.016, 4.308.268, 4.308.269, 4.309.428, 4.313.946, 4.315.929,
4.317.821, 4.322.348, 4.331.598, 4.361.650, 4.364.866, 4.424.219, 4.450.254,
4.362.663 y 4.371.533.

Las porciones de drogas maitansinoides son porciones farmacologicas
atractivas en los conjugados anticuerpo droga puesto que son: (i) relativamente
accesibles para preparar, por fermentacién o modificacion quimica, la derivacion
de productos de la fermentacion, (ii) se prestan al procesamiento con grupos
funcionales adecuados para la conjugacion mediante ligantes no de disulfuro a
anticuerpos, (iii} son estables en plasma y (iv) son eficaces contra una variedad de
lineas celulares de tumores.

Los inmunoconjugados con contenido de maitansinoides, métodos para su
preparacion y su uso terapéutico han sido descriptos, por ejemplo, en las Patentes
de los Estados Unidos Nos. 5.208.020, 5.416.064 y en la patente europea EP 0
425 235 B1, las memorias de las cuales se incorporan expresamente a la presente
como referencia. Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93.8618-8623 (1996)
describieron inmunoconjugados que comprenden un maitansincide designado
DM1 ligado al anticuerpo monoclonal C242 dirigido contra el cancer colorectal
humano. Se encontré que el conjugado era altamente citotdéxico hacia las células
cultivadas de cancer de colon y exhibia actividad antitumoral en un ensayo de
desarrolio de tumores in vivo. Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992)
describen inmunoconjugadaos en los cuales se conjugd un maitansinoide por medio
de un ligante de disulfuro al anticuerpo murino A7 que se une a un antigeno en las
lineas celulares de cancer de colon humano, o a otro anticuerpo monoclonal
murino TA.1 que se une al oncogén HER-2/neu. Se analizé in vitro la
citotoxicidad del conjugado TA.1-maitansinoide sobre la linea celular de cancer
mamario humano SK-BR-3, que expresa 3 x 10° HER-2 antigenos superficiales
por célula. El conjugado de la droga logré un grado de citotoxicidad similar al de la
droga maitansinoide libre, que se podria incrementar aumentando el namero de
moléculas maitansinoides por molécula de anticuerpo. El conjugado A7-
maitansinoide exhibid baja citotoxicidad sistémica en ratones.

Los conjugados anticuerpo—maitansinocide se preparan ligando
quimicamente un anticuerpo a una molécula de maitansinoide sin disminuir
significativamente la actividad bioldgica del anticuerpo ni de la molécula de
maitansinoide. Ver, por e]., Patente de los Estados Unidos No. 5.208.020 (la

memoria descriptiva de la cual se incorpora expresamente a la presente como
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referencia). Un promedio de 3-4 moléculas de maitansinoide conjugadas por
molécuia de anticuerpo ha demostrado eficiencia para potenciar la citotoxicidad de
las células objetivo sin afectar negativamente la funcion ni la solubilidad del
anticuerpo, si bien se estimaria que inclusc una molécula de toxina/anticuerpo
potenciaria la citotoxicidad con respecto al uso del anticuerpo desnudo. Los
maitansinoides son muy conocidos en la técnica y se los puede sintetizar por
técnicas conocidas o aislar de fuentes naturales. Los maitansinoides adecuados
han sido descriptos, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos No.
5.208.020 y en ofras publicaciones de patente y no de patente que se
mencionaran anteriormente. Los maitansinoides preferidos son maitansinol y
analogos de maitansinol modificados en el anillo aromatico o en otras posiciones
de la molécula de maitansinol, como por ejemplo varios ésteres de maitansinol.

Hay numerosos grupos ligantes conocidos en la técnica para la preparaciéon
de conjugados anticuerpo—maitansinoide, incluyendo, por ejemplo, los descriptos
en la Patente de los Estados Unidos No, 5.208.020 o en la Patente EP 0 425 235
B1, Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992) y Solicitud de patente de
Estados Unidos No. 10/960.602, presentada el 8 de Oct., 2004, las memorias
descriptivas de las cuales se incorporan expresamente a la presente como
referencia.  Los conjugados anticuerpo-maitansinoide que comprenden el
componente ligante SMCC se pueden preparar de acuerdo con lo descripto en la
Solicitud de patente de los Estados Unidos No. 10/960,602, presentada el 8 de
Oct., 2004. Los grupos ligantes incluyen grupos disulfuro, grupos tioéter, grupos
acido labiles, grupos fotolabiles, grupos labiles de peptidasa o grupos labiles de
esterasa, de acuerdo con lo descripto en las patentes antes identificadas,
prefinéndose los grupos disulfuro y tioéter. Se describen y ejemplifican en la
presente otros grupos ligantes.

Se pueden preparar conjugados del anticuerpo y maitansinoide utilizando
una variedad de agentes bifuncionales de acoplamiento de proteinas tales como
N-succinimidil-3—(2—piridilditio) ~ propionato (SPDP), succinimidil-4—(N—
maleimidometil) ciclohexan—1—carboxilato (SMCC), 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) hexandiamina), derivados
bis—diazonio (tales como bis—(p—diazoniumbenzoil)—etilendiamina), diisocianatos
(tales como toluen 2,6—-diisocianato) y compuestos de fldor bis—activos (tales como

1,5—diflucro-2,4—dinitrobenceno). Los agentes de acoplamiento especialmente



124

preferidos incluyen N—succinimidil-3—(2—piridilditio) propionato (SPDP) (Carlsson
, Biochem. J. 173:723-737 (1978)) y N-succinimidil-4—(2—
piridiltio)pentanoato (SPP) para producir un ligamiento de disulfuro.

et al

El ligante puede estar acoplado a la molécula de maitansinoide en diversas
posiciones, dependiendo del tipo de enlace. Por ejemplo, se puede formar un
enlace de éster mediante la reaccién con un grupo hidroxilo utilizando técnicas de
acoplamiento convencionales. La reaccion puede tener lugar en la posicion C-3
que contiene un grupo hidroxilo, la posicién C—14 modificada con hidroximetilo, la
posicion C-15 modificada con un grupo hidroxilo y la posicion C-20 con un grupo
hidroxilo. En una realizacién preferida, el enlace se forma en la posicion C-3 de
maitansinol o un analogo de maitansinol.

it. Auristatinas y dolastatinas

En algunas realizaciones, el inmunoconjugado comprende un anticuerpo de
la invencién conjugado a dolastatinas ¢ analogos peptidicos y los derivados de
dolostatina, las auristatinas (patentes de los Estados Unidos Nos. 5635483 y
5.780.588). Se ha demostrado que las dolastatinas y auristatinas interfieren con la
dinamica de los microtibulos, la hidrélisis del GTP y la division nuclear y celular
(Woyke et al (2001) Antimicrob. Agents and Chemother. 45(12):3580-3584) y
tienen actividad anticancerosa (Patente de los Estados Unidos No. 5.663.149) y
antifungica (Pettit et al., (1998) Antimicrob. Agents Chemother. 42:2961-2965). La
porcién farmacologica de dolastatina o auristatina puede estar acoplada al
anticuerpo a través del término N (amino) ¢ del término C (carboxilo) de la porcion
droga peptidica (WO 02/088172).

Las realizaciones ilustrativas de auristatina incluyen las porciones de la
droga monometilauristatina ligadas en el término N DE y DF, descriptas en
*Monometilvaline Compounds Capable of Conjugation to Ligands,” Acta E.E.U.U.
No. 10/983.340, presentada el 5 de Nov., 2004, la memoria de la cual se incorpora
expresamente a la presente como referencia en su totalidad.

Por lo general, las porciones farmacoloégicas basadas en péptidos se
pueden preparar formando un enlace peptidico entre dos 0 mas aminoacidos y/o
fragmentos de péptidos. Dichos enlaces peptidicos se pueden preparar, por
ejemplo, de acuerdo con el método de sintesis en fase liquida (véase E. Schréder
and K. Libke, “The Peptides,” tomo 1, pp. 76-136, 1965, Academic Press) que es
muy conocido en el campo de la quimica de péptidos. Las porciones
farmacologicas auristatina/dolastatina se pueden preparar de acuerdo con los
métodos de las patentes de los Estados Unidos Nos. 5.635.483 y 5.780.588; Pettit
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et al., (1989) J. Am. Chem. Soc. 111:5463-5465; Pettit et al., (1998) Anti—-Cancer
Drug Design 13:243-277; Pettit, G.R., et al., Synthesis, 1996, 719-725 y Pettit et
al., (1996) J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 5:859-863. Véase asimismo Doronina
(2003} Nat. Biotechnol. 21(7):778-784; “Monomethylvaline Compounds Capable of
Conjugation to Ligands,” Acta de E.E.U.U. No. 10/983,340, presentada el 5 de nov.
de 2004, que se incorpora a la presente como referencia en su totalidad (que
describe, por ej., ligantes y métodos para la preparacion de compuestos de
monometilvalina tales como MMAE y MMAF conjugados ligantes).

iii. Caliqueamicina

En otras realizaciones, el inmunoconjugado comprende un anticuerpo de la
invencion conjugado a una 0 mas moléculas de caligueamicina. La familia de
antibiéticos de caliqgueamicina tiene la capacidad de producir roturas de ADN
bicatenario en concentraciones sub-picomolares. Para la preparaciéon de
conjugados de la familia de la caliqueamicina, ver las patentes de los Estados
Unidos Nos, 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 (todas ellas concedidas a American Cyanamid Company).
Los analogos estructurales de caligueamicina que se pueden utilizar incluyen,
aunque no a titulo de limitacion, v, a7, as', N-acetil-yi', PSAG and 8'; (Hinman et
al., Cancer Research 53:3336-3342 (1993), Lode et al., Cancer Research
58:2925-2928 (1998) y las patentes de Estados Unidos concedidas a Cyanamid
antes mencionadas). Otra droga antitumoral a la que se puede conjugar el
anticuerpo es QFA, que es un antifolato. Tanto la caliqueamicina como el QFA
tienen sitios de accidn intracelulares y no cruzan facilmente la membrana
plasmatica. Por lo tanto, la captacion celular de estos agentes a través de la
internalizacién mediada por el anticuerpo potencia considerablemente su efectos
citotoxicos.

iv. Otros agentes citotoxicos

Otros agentes antitumorales que se pueden conjugar a los anticuerpos de
la invencién incluyen BCNU, estreptozoicina, vincristina y 5—fluorouracilo, la familia
de agentes conocidos colectivamente como complejo LL-E33288 descriptos en
las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5.053.394 y 5.770.710, como asi también
las esperamicinas (Patente de los Estados Unidos No. 5.877.296).

Se pueden utilizar toxinas con actividad enzimatica y fragmentos de las
mismas que incluyen la cadena A de difteria, fragmentos activos que no se unen
de la toxina de la difteria, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa),

cadena de ricino A, cadena de abrina A, cadena de modeccina A, alfa—sarcina,
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proteinas de Aleurites fordii, proteinas de dianthin, 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. Ver, por ejemplo, WO 93/21232
publicada el 28 de octubre de 1993.

La presente invencidn contempla ademas un inmunoconjugado formado
entre un anticuerpo y un compuesto con actividad nucleolitica (por €j., una
ribonucleasa o una DNA endonucleasa tal como una desoxiribonucleasa; DNasa).

Para la destruccion selectiva del tumor, el anticuerpo puede comprender un
atomo altamente radiactivo. Se dispone de una variedad de isétopos radiactivos
para la produccién de anticuerpos radioconjugados. Los ejemplos incluyen A",
1'*1, 1'% ¥ Re'®, Re'® sm'3, Bi*'2, P*, Pb*"? e isotopos radiactivos de Lu.
Cuando el conjugado se utiliza para la deteccién, puede comprender un atomo

radiactivo para estudios centellograficos, por ejemplo tc®™ o |12

, 0 un marcador de
espin para captar imagenes de resonancia magnética nuclear (RMN) (también
conocida como imagenes de resonancia magnética, mri), tales como yodo-123
una vez mas, yodo-131, indio-111, flior-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno—
17, gadolinio, manganeso o hierro.

Los radiomarcadores o marcadores de otro tipo se pueden incorporar al
conjugado de maneras conocidas. Por ejemplo, se puede biosintetizar el péptido o
se lo puede sintetizar mediante sintesis quimica de aminoacidos utilizando
precursores de aminoacidos adecuados que incluyen, por ejemplo, flior—19 en
lugar de hidrégeno. Puede haber marcadores tales como tc™™ o 1'%, Re'®®, Re'®®

y In'!t

a través de un residuo de cisteina del péptido. Se puede acoplar ytrio-80 a
traves de un residuo de lisina. El método IODOGEN (Fraker et al (1978) Biochem.
Biophys. Res. Commun. 80: 49-57 se puede utilizar para incorporar yodo—123.
“Monoclonales Antibodies in Immunoscintigraphy” (Chatal, CRC Press 1989)
describe otros métodos en forma detallada.

Se pueden preparar conjugados de anticuerpo y agente citotoxico
empleando una variedad de agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales
tales como N—succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP), succinimidil-4—(N-
maleimidometil) ciclochexan—1—carboxilatc (SMCC), 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 comobis (p—azidobenzoil) hexandiamina), derivados

de bis—diazonio (tales como  bis—(p—diazoniumbenzoil)—etilendiamina),
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diisocianatos (tales como toluen 2,6—diisocianato) y compuestos de flior bis—
activos (tales como 1,5—difluoro—2 4—dinitrobencenc). Por ejemplo, se puede
preparar una inmunotoxina de ricino de acuerdo con lo descripto por Vitetta et al.,
Science 238:1098 (1987). El acido 1-isotiocianatobencil-3-metildietilen
triaminapentaacético marcado con carbono—14 (MX-DTPA) es un agente quelante
ilustrativo para la conjugacion del radionucledtido al anticuerpo. Ver W094/11026.
El ligante puede ser un “ligante escindible’, que facilita la liberacion de la droga
citotdxica en la célula. Por ejemplo, se puede utilizar un ligante labil en acido, un
ligante sensible a la peptidasa, un ligante fotolabil, un ligante de dimetilo o un
ligante con contenido de disulfuro (Chari et al., Cancer Research 52:127-131
(1992), Patente de los Estados Unidos No. 5.208.020).

(n)  Los compuestos de la invencidn contemplan expresamente, aunque
no a titulo de limitacién, ADC preparade con reactivos de entrecruzamiento:
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
estan disponibles en el comercio (por €j., de Pierce Biotechnology, Inc., Rockford,
iL., U.S.A). Ver las paginas 467-498, 2003-2004 Applications Handbook and
Catalog.

(0) v. Preparacién de conjugados anticuerpo droga

En los conjugados anticuerpo droga (ADC) de la invencién, se conjuga un
anticuerpo (Ab) a una 0 mas porciones de droga (D), por ej. aproximadamente 1 a
aproximadamente 20 porciones droga por anticuerpo, a través de un ligante (L).
El ADC de la Formula | se puede preparar por varias vias, empleando reacciones,
condiciones y reactivos de quimica organica conocidos por las personas con
capacitacion en la técnica, que incluyen: (1) la reaccién de un grupo nucleofilico
de un anticuerpo con un reactivo ligante bivalente, para formar Ab—L, por medio de
un enlace covalente, seguida por la reaccién con una porcién de droga Dy (2) la
reaccion de un grupo nucleofilico de una porcién de droga con un reactivo ligante
bivalente, para formar D-L, a través de un enlace covalente, seguida por la
reaccion con el grupo nucleofilico de un anticuerpo. En la presente se describen

otros métodos para la preparaciéon de ADC.

Ab-(L-D}, I
El ligante puede estar compuesto por uno ¢ mas componentes ligantes.
Los componentes ligantes ilustrativos incluyen 6-maleimidocaproilo (“MCY),
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maleimidopropanoilo ("MP”), valina—citrulina (“val—cit"), alanina-fenilalanina (“ala-
phe’}, p—aminobenciloxicarbonil (“PAB"}, N-Succinimidil 4—(2—piridiltio) pentanoato
(“SPP"), N-Succinimidil 4—(N-maleimidometil) ciclohexan—-1 carboxilato (“SMCC’)
y N-Succinimidil (4-iodo—acetil) aminobenzoato (“SIAB"}. Otros componentes
ligantes son conocidos en la técnica y en la presente se describen algunos de
ellos. Véase asimismo “Monometilvaline Compounds Capable of Conjugation to
Ligands,” Acta de E.E.U.U. No. 10/983.340, presentada el 5 de nov, 2004, el
contenido de la cual se incorpora a la presente como referencia en su totalidad.

En algunas realizaciones, el ligante puede comprender residuos
aminoacidos. Los componentes ligantes aminoacidos incluyen un dipéptido, un
tripeptido, un tetrapéptido o un pentapéptido. Los dipéptidos ilustrativos incluyen:
valina=citrulina (vc o val—cit), alanina—fenilalanina (af o ala—phe). Los tripéptidos
itustrativos incluyen: glicina-valina—citrulina (gly—val—cit) y glicina—glicina—glicina
(gly—gly—gly). Los residuos aminoacidos que comprenden un componente ligante
aminodcido incluyen los de origen natural, como asi también aminoacidos
menores y analogos de aminoacidos de origen no natural tales como citrulina. Los
componentes ligantes aminoacidos pueden ser disefiados y optimizados en su
selectividad por la escisidn enzimatica por enzimas especificas, por ejemplo una
proteasa asociada a tumores, catepsina B, C and D, 0 una plasmina proteasa.

Los grupos nucleofilicos de los anticuerpos incluyen, aunque no a titulo de
limitacion: (i) grupos amina N-terminales, (ii) grupos amina de cadena secundaria,
por €j. lisina, (iii) grupos tiol de cadena secundaria, por ej. cisteina y (iv) grupos
azucar hidroxilo o amino en [os que el anticuerpo esta glicosilado. Los grupos
amina, tiol e hidroxilo son nucleofilicos y con capacidad de reaccionar formando
enlaces covalentes con grupos electrofilicos de las porciones ligantes y reactivos
ligantes entre los que se incluyen: (i) ésteres activos tales como ésteres NHS,
esteres HOBt, haloformiatos y haluros de acido; (ii) alquil y bencil haluros tales
como haloacetamidas, (iii) aldehidos, cetonas, grupos carboxilo y maleimida.
Ciertos anticuerpos tienen disuifuros intercatenarios reducibles, es decir puentes
de cisteina. Se pueden preparar anticuerpos reactivos para la conjugacion con
reactivos ligantes mediante tratamiento con un agente reductor tal como DTT
(ditiotreitol). Cada puente de cisteina forma entonces, tedricamente, dos
nucledfilos tiol reactivos. Se pueden introducir grupos nucleofilicos adicionales en
los anticuerpos mediante la reaccion de lisinas con 2—iminotiolano (reactivo de
Traut) que dan lugar a la conversién de una amina en un tiol. Se pueden introducir

grupos tiol reactivos en el anticuerpo introduciendo uno, dos, tres, cuatro, 0 mas



129

residuos de cisteina (por ej., preparando anticuerpos mutantes que comprenden
uno o mas residuos aminoacidos no nativos de cisteina).

Los conjugados anticuerpo droga de la invencidon se pueden producir
asimismo mediante la modificacion del anticuerpo para introducir porciones
electrofilicas, que pueden reaccionar con los sustituyentes nucleofilicos del
reactivo ligante o droga. Los aztcares de los anticuerpos glicosilados se pueden
oxidar, por €j., con reactivos oxidantes de peryodato para formar grupos aldehido
0 cetona que pueden reaccionar con el grupo amina de los reactivos ligantes o
porciones farmacologicas. Los grupos imina base de Schiff asi obtenidos pueden
formar un ligamiento estable, 0 se pueden reducir, por ejemplo, mediante reactivos
de borohidruro para formar ligamientos aminicos estables. En una realizacién, la
reaccion de la porcidén carbohidrato de un anticuerpo glicosilado con galactosa
oxidasa o meta—peryodato de sodio puede dar grupos carbonilo (aldehido y
cetona) en la proteina que pueden reaccionar con grupoes apropiados de la drega
(Hermanson, Bioconjugate Técnicas). En otra realizacion, las proteinas con
contenido de residuos serina o treonina N-terminal pueden reaccionar con meta—
peryodato de sodio, para dar lugar a la produccion de un aldehido en lugar del
primer aminoacido (Geoghegan & Stroh, (1992) Bioconjugate Chem. 3:138-146;
Patente de los Estados Unidos No. 5.362.852). Se puede hacer reaccionar dicho
aldehido con una porcién droga o un nucledfilo ligante.

Del mismo modo, los grupos nucleofilicos de una porcion droga pueden
incluir, aunque no a titulo de limitacién: grupos amina, tiol, hidroxilo, hidrazida,
oxima, hidrazina, tiosemicarbazona, hidrazina carboxilato y arilhidrazida con
capacidad para reaccionar y formar enlaces covalentes con grupos electrofilicos
en porciones ligantes y reactivos ligantes que incluyen: (i) ésteres activos tales
como ésteres NHS, ésteres HOBt, haloformiatos y haluros de acido; (ii) alquil y
bencil haluros tales como haloacetamidas; (iii) aldehidos, cetonas, grupos
carboxilo y maleimida.

Por otro lado, se puede preparar una proteina de fusién que comprende el
anticuerpo y un agente citotdxico, por ej., mediante técnicas recombinantes o
sintesis peptidica. La longitud del ADN puede comprender regiones respectivas
que codifican las dos porciones del conjugado, ya sea adyacentes entre si o
separadas por una region que codifica un péptido ligante que no destruye las
propiedades ventajosas del conjugado.

En otra de las realizaciones, el anticuerpo puede estar conjugado a un

“receptor” (tal como estreptavidina) para su utilizacién en el pre—direccionamiento
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al tumor donde se administra el conjugado anticuerpo-receptor al individuo,
seguido por la eliminacion del conjugado no unido de la circulacion empleando un
agente aclarante y luego [a administracién de un ‘ligando” (por €j., avidina) que
esta conjugado a un agente citotéxico {por ej., un radionucleétido).

Métodos para utilizar los anticuerpos anti-FGFR3

La presente invencion da a conocer el uso de un anticuerpo FGFR3 como
parte de un régimen de tratamiento especifico con el fin de otorgar un efecto
benefico por la actividad de este agente terapeutico. La presente invencién es
especialmente ventajosa para el tratamiento de canceres de diversos tipos en
diversos estadios.

El término cancer abarca una coleccion de trastornos proliferativos,
incluyendo, aunque no a titulo de limitacidn, excrecencias precanceroas, tumores
benignos y tumores malignos. Los tumores benignos permanecen localizados en
el sitio de origen y no tiene la capacidad de infiltrarse, invadir ni metastizarse a
sitios remotos. Los tumores malignos invades y dafian otros tejidos que los
rodean. También pueden incorporar la capacidad de separarse del sitio original y
propagarse a otras partes del cuerpo (metastizarse), habitualmente a través del
torrente sanguinec ¢ a traves del sistema linfatico donde estan situados los
ganglios linfaticos. Los tumores primarios se clasifican por el tipo de tejido del cual
surge; los tumores metastaticos se clasifican por el tipo de tejido del cua! derivan
las células cancerosas. Con el tiempo, las células de un tumor maligno se tornan
mdas anormales y se asemejan mencs a las celulas normales. Este cambio de
aspecto de las células cancerosas se denomina grado del tumor y las células
cancerosas se describen como bien diferenciadas (bajo grado), moderadamente
diferenciadas, poco diferenciadas o no diferenciadas (alto grado). Las células bien
diferenciadas son de aspecto bastante normal y se asemejan a las células
normales de las cuales se originan. Las células indiferenciadas son células que ya
son tan anormales que no es posible determinar el origen de fas mismas.

Las técnicas de determinacidén de los estadios del cancer describen hasta
dénde se ha propagado el cancer anatdmicamenie e intentan asignar a los
pacientes con prognosis y tratamientos similares en el mismo grupo de estadio. Se
puede realizar varias pruebas para contribuir a determinar el estadio del cancer,
incluyendo [a biopsia y ciertas pruebas de imagenes tales como radiografia de
torax, mamografia, ecografia oOsea, tomografia computada y resonancia

magnética. También se utilizan analisis de sangre y evaluacion clinica para
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evaluar el estado de salud general de un paciente y detectar si el cancer se ha
propagado a ciertos érganos.

Para determinar los estadios del cancer el American Joint Committee on
Cancer ubica al cancer, especialmente los tumores sélidos, en categorias de letras
utilizando el sistema de clasificacion TNM. Los canceres se designan con la letra
T (tamario del tumor), N (nédulos palpables) y/o M (metastasis). T1, T2, T3y T4
describen el aumento de tamano de la lesidon primaria; NO, N1, N2, N3 indica el
compromiso de avance progresivo de los ganglios y MO y M1 reflejan la ausencia
o presencia de metastasis distantes.

En el segundo método de determinacién de estadios, también conocido
como Overall Stage Grouping (Agrupacién por Estadios Generales) o Roman
Numeral Staging (determinacion de estadios con nimeros romanos), los canceres
se dividen en estadios 0 a IV, que incorporan el tamano de las lesiones primarias
asi como la presencia de propagacion a los ganglios y de metastasis distantes.
En este método, se agrupan los casos en cuatro estadios indicados por los
numeros romanos | a IV, o se los clasifica como “recidivantes”. En el caso de
algunos canceres, se hace referencia al estadio 0 como “in situ” ¢ “Tis", como por
ejemplo el carcinoma ductal in situ o carcinoma lobular in situ en el caso de los
canceres mamarios. Los adenomas de alto grado también se pueden clasificar
como estadio 0. En general, los canceres en estadio | son pequefios canceres
localizados que habitualmente son curables, en tanto que la etapa IV representa
habitualmente cancer inoperable o metastatico. Los canceres en Estadio Il y IlI
son habitualmente avanzados locaimente y/o exhiben compromiso de los ganglios
linfaticos locales. En general, los numeros de estadio mas elevados indican
enfermedad mas extendida, incluyendo un mayor tamarfic de los tumores y/o
propagacion del cancer a los ganglios linfaticos cercanos y/u érganos adyacentes
al tumor primario. Estos estadios se definen con precisién, aunque la definicién es
diferente por cada tipo de cancer y es de conocimiento del profesional experto.

Muchos registros de cancer, tales como el Programa de Supervision,
Epidemiologia y Resultados finales del NCI (SEER), utilizan la determinacion
sumaria de estadios. Este sistema se utiliza para todos los tipos de cancer.
Agrupa al cancer en cinco categorias principales:

In situ es el cancer temprano que sélo esta presente en la capa de células
en las que se iniciara.

Localizado es el ¢ancer que se limita al érgano en el cual comenzara, sin

evidencia de propagacioén.
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Regional es el cancer que se ha propagado mas alla del sitio criginal
(primario) a los ganglios linfaticos u érganos y tejidos cercanos.

Distante es el cancer que se ha propagado del sitio primario a 6rganos
distantes o ganglios linfaticos distantes.

El término desconocido se utiliza para describir casos de los cuales no hay
suficiente informacion para indicar un estadio.

Ademas, es comun que el cancer recidive meses o afios después de la
remocién del tumor primario. El cancer que recurre una vez que se ha erradicado
la totalidad del tumor visible se denomina enfermedad recidivante. La enfermedad
que recidiva en la zona del tumor primario es localmente recidivante y la
enfermedad que recurre en forma de metastasis se denomina recidiva distante.

El tumor puede ser un tumor soélido o un tumor de tejidos no sélidos o
blandos. Los ejemplos de tumores de tejidos blandos incluyen leucemia (por ej.,
leucemia mielégena crénica, leucemia mieldgena aguda, leucemia linfoblastica
aguda del adulto, leucemia mielégena aguda, leucemia linfoblastica aguda de
células B maduras, leucemia linfocitica cronica, leucemia polinfocitica o leucemia
de células pilosas) o linfoma (por ¢j., linfoma no de Hodgkin, linfoma cutaneo de
células T o enfermedad de Hodgkin). Un tumor sélido incluye cualquier cancer de
tejidos corporales aparte de sangre, médula 0sea o sistema linfatico. Los tumores
solidos se pueden dividir a su vez en los de origen de células epiteliales y los de
origen de celulas no epiteliales. Entre los ejemplos de tumores sélidos de células
epiteliales se incluyen los tumores del tracto gastrointestinal, colon, mama,
préstata, pulmén, rifion, higado, pancreas, ovario, cabeza y cuello, cavidad oral,
estdbmago, duodeno, intestino delgado, intestino grueso, ano, vesicula, labio,
nasofaringe, piel, Utero, 6rganc genital masculino, érganos urinarios, vejiga y piel.
Los tumores sélidos de origen no epitelial incluyen sarcomas, tumores cerebrales
y tumores o0seos. Se describen otros ejemplos de tumores en la seccion
Definiciones.

En algunas realizaciones, en este contexto se somete al paciente a un
analisis de diagnoéstico por €j., antes y/o durante y/o después de la terapia. Por lo
general, si se realiza una prueba de diagndstico, se puede obtener una muestra
del paciente que necesita terapia. Cuando el sujeto tiene cancer, la muestra puede
ser una muestra de un tumor, otra muestra bioldgica, tal como un fluido biolégico
que incluye, aunque no a titulo de limitacién, sangre, orina, saliva, fluido ascitico o

derivados de la sangre tal como suero sanguineo y plasma sanguineo y demas.
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La muestra biolégica de la presente puede ser una muestra fijada, por gj.
una muestra fijada en formalina, incrustada en parafina (FFPE)} o una muestra
congelada.

Los diversos métodos para determinar la expresion del ARNm o proteina
incluyen, aunque no a titulo de limitacién, obtencion de perfiles de expresidn
génica, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) incluyendo PCR cuantitativa
en tiempo real (QRT-PCR), analisis de micromatrices, analisis en serie de
expresion génica (SAGE), MassARRAY, Andlisis de Expresion Génica por
Secuenciacion Masiva Paralela de la Firma (MPSS), protepédmica,
inmunchistoquimica (IHC), etc. Preferentemente se cuantifica el ARNm. Dicho
analisis de ARNm se realiza preferentemente empleando la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), o por analisis de micromatriz. Cuando se emplea
la PCR, una forma de PCR es PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR). En
una realizacién, la expresién de uno o mas de los genes antes citados se
considera expresion positiva si esta en la media o mas, por ej. en comparacién
con otras muestras del mismo tipo de tumor. Se puede determinar la mediana del
nivel de expresion esencialmente al mismo tiempo que la medicion de la expresién
génica, o se la puede haber determinado previamente.

Los pasos de un protocolo representativo para obtener el perfil de expresion
génica utilizando tejidos fijos incrustados en parafina como fuente de ARN,
incluyendo el aislamiento, purificacion de ARNm, extension de cebadores y
amplificacién estan incluidos en varios articulos periodisticos publicados (por
ejemplo: Godfrey et al. J. Molec. Diagnostics 2: 84-91 (2000); Specht et al., Am. J.
Pathol. 158: 419-29 (2001)). En pocas palabras, un proceso representativo se
inicia con el corte de secciones de un espesor de aproximadamente 10
microgramos de muestras de tejidos tumorales incrustados en parafina. A
continuacion se extrae el ARN y se retira la proteina y el ADN. Después del
analisis de la concentracion de ARN, se pueden incluir pasos de reparaciéon y/o
amplificaciéon de ARN, si fuera necesario, y se realiza la transcripcién inversa del
ARN utilizando promotores génicos especificos seguidos por PCR. Por Ultimo, se
analizan los datos para identificar la mejor 0 mejores opciones de tratamiento a
disposicion del paciente sobre la base del patron de expresion génica
caracteristico de la muestra de tumor examinado.

La deteccion de la expresion del gen o proteina se puede determinar directa

o indirectamente.
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Se puede determinar la expresidn o traslocacién o amplificaciéon del FGFR3
en el cancer (directa o indirectamente). Para esto se dispone de diversos ensayos
de diagndéstico/prondstico. En una realizacion, se puede analizar Ila
sobreexpresion de FGFR3 por IHC. Se puede someter a secciones de tejido
incrustadas en parafina de una biopsia de tumor al analisis de IHC y aplicar un
criterio de intensidad de proteina FGFR3 de la siguiente manera:

Puntuacién 0 no se observa tincién o se observa tincién de la membrana
en menos de 10% de las células del tumor.

Puntuacién 1+ se detecta una tincion tenue/a penas perceptible de la
membrana en mas de 10% de las celulas del tumor. Las células sélo estan
coloreadas en parte de su membrana.

Puntuacion 2+ Se observa una tincion de la membrana débil a moderada
en mas de 10% de las células del tumor,

Puntuacion 3+ Se observa una tincién completa moderada a fuerte en mas
de 10% de las células del tumor.

En algunas realizaciones, los tumores con puntuaciones de 0 o 1+ con
respecto a la evaluacion de la sobreexpresion de FGFR3 se puede caracterizar
como sin sobreexpresion de FGFR3, en tanto que los tumores con puntuaciones
de 2+ o 3+ se pueden caracterizar como con sobreexpresion de FGFR3.

En algunas realizaciones, los tumores con sobreexpresion de FGFR3 se
pueden clasificar por puntuaciones inmunchistoquimicas correspondientes al
nimero de copias de moléculas FGFR3 expresadas por célula y se los puede
determinar bioquimicamente:

0 = 0-90 copias/célula,

1+ = por lo menos aproximadamente 100 copias/célula,

2+ = por lo menos aproximadamente 1000 copias/célula,

3+ = por lo menos aproximadamente 10.000 copias/célula.

Por otro lado, 0 ademas, se pueden llevar a cabo analisis FISH en tejido
tumoral fijado en formalina, incrustado en parafina, para determinar la presencia
y/o grado (si corresponde) de amplificacion o traslocacion del FGFR3 en el tumor,

La activacion de FGFR3 se puede determinar directamente (por ej.,
mediante ensayos de fosfo—ELISA u otros medios para detectar el receptor
fosforilado) o indirectamente {(por ej., mediante deteccion de componentes de las
vias de sefializacidon activados en el extremo de salida, deteccion de dimeros del
receptor (por ej., homodimeros, heterodimeros), deteccién de perfiles de expresion

geénica y demas.
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Del mismo modo, se puede detectar el FGFR3 constitutivo y/o FGFR3
independiente de ligandos o dependiente de ligandos directa o indirectamente (por
ej., mediante la deteccion de mutaciones del receptor correlacionadas con la
actividad constitutiva, mediante deteccién de la amplificacién del receptor
correlacionada con {a actividad constitutiva y demas).

Los métedos para la deteccién de mutaciones de acido nucleico son muy
conocidos en la técnica. Con frecuencia, aunque no necesariamente, se amplifica
un acido nucleico objetivo en una muestra para aportar la cantidad necesaria de
material para la determinacién de la existencia o no de una mutacion. Las
técnicas de amplificacion son muy conocidas en la técnica. Por ejemplo, el
producto amplificado puede 0 no abarcar la totalidad de la secuencia de &cido
nucleico que codifica la proteina de interés, siempre que el producto amplificado
comprenda la posicion de la secuencia de aminoacidos/acido nucleico especifica
en que, se sospecha, esta la mutacion.

En un ejemplo, se puede determinar la presencia de una mutacion
poniendo en contacto el acido nucleico de una muestra con una sonda de acido
nucleico con capacidad para hibridarse especificamente al acido nucleico que
codifica un acido nucleico mutado y detectando esa hibridacion. En una
realizacion, la sonda tiene un marcador detectable, por ejemplo un radioisétopo
(*H, P, 3P etc), un agente fluorescente (rodamina, flucresceno etc.) o un agente
cromogénico. En algunas realizaciones, la sonda es un oligbmero antisentido, por
ejemplo PNA, morfolino—fosforamidatos, LNA o 2'-alcoxialcoxi. La sonda puede
ser de aproximadamente 8 nucleédtidos a aproximadamente 100 nucleétidos, o
aproximadamente 10 a aproximadamente 75, o aproximadamente 15 a
aproximadamente 50, o aproximadamente 20 a aproximadamente 30. En otro
aspecto, las sondas de acido nucleico de la invencidn estan incluidas en un kit
para identificar mutaciones de FGFR3 en una muestra, kit que comprende un
oligonucledtido que se hibrida especificamente o esta adyacente a un sitio de
mutacién en el acido nucleico que codifica el FGFR3. El kit puede comprender
ademas instrucciones para tratar pacientes con tumores que contienen
mutaciones del FGFR3 con un antagonista de FGFR3 basandose en el resultado
del andlisis de hibridacién que utiliza el kit.

También se pueden detectar mutaciones comparando la movilidad
electroforética de un acido nucleico amplificado con la movilidad electroforética del
correspondiente acido nucleico que codifica el FGFR3 de tipo salvaje. Una

diferencia de la movilidad indica la presencia de una mutacién en la secuencia de

46



136

acido nucleico amplificada. La movilidad electroforética se puede determinar por
cualquier técnica de separacién molecular apropiada, por ejemplo en un gel de
poliacrilamida.

Los &cidos nucleicos también pueden ser analizados para detectar
mutaciones utilizando la Deteccion Enzimatica de Mutaciones (EMD) (Del Tito et
al, Clinical Chemistry 44:731-739, 1998). La EMD utiliza el la bacteriéfago
resolvasa T4 endonucleasa VI, que barre a lo largo del ADN bicatenario hasta que
detecta y escinde las distorsiones estructurales causadas por los apareamientos
erroneos de pares de bases que se producen como resultado de las alteraciones
del acido nucleico tales como mutaciones puntuales, inserciones y deleciones. La
deteccidén de dos fragmentos cortos formados por la escision con resolvasa, por
ejemplo por eletroforesis en gel, indica la presencia de una mutacién. Las
ventajas del método EMD son, un solo protocolo para identificar mutaciones
puntuales, deleciones e inserciones analizadas directamente de las reacciones de
amplificacién, eliminando la necesidad de purificar las muestras, acortando el
periodo de hibridacion y aumentando la relacién de sefial a ruido. Se pueden
analizar muestras mixtas que contienen un exceso de hasta 20 veces de acidos
nucleicos normales y fragmentos de un tamano de hasta 4 kb. Sin embargo, el
andlisis de EMD no identifica los cambios de bases especificos que tienen lugar
en las muestras con mutacién positiva, por lo tanto con frecuencia requiere
procedimientos adicionales de secuenciacion para identificar la mutacion
especifica en caso de ser necesario. Se puede utilizar la enzima CEL | de manera
similar a la resolvasa T4 endonucieasa VIl, como se manifiesta en la patente de los
Estados Unidos No. 5.869.245.

Otro sencillo kit para detectar mutaciones es una tira de analisis de
hibridacion inversa similar a la tira de analisis de Hemochromatosis StripAssay™
(Viennalabs hitp://mww.bamburghmarrsh.com/pdf/4220.pdf) para la deteccidén de
mdltiples mutaciones en los genes HFE, TFR2 y FPN1 causantes de la
Hemochromatosis. Dicho ensayo se basa en la hibridacion de secuencias
especificas después de la amplificacién por PCR. Para los ensayos de mutacion
Unica, se puede aplicar un método de deteccién basadeo en microplacas, en tanto
que en el caso de los ensayos de mutaciones multiples se pueden utilizar tiras de
analisis como “macromatrices”. Los kits pueden incluir reactivos listos para usar
para la preparacién, amplificacion y deteccion de mutaciones de las muestras. L.os
protocolos de amplificacién Multiplex ofrecen conveniencia y permiten el analisis

de las muestras con volimenes muy limitados. Utilizando el sencillo formato
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StripAssay, se pueden completar los analisis de veinte o mas mutaciones en
menos de cinco horas sin equipamiento costoso. Se aisla el ADN de una muestra
y se amplifica in vitro el acido nucleico objetivo (por ej., por PCR) y se lo marca
con biotina, generalmente en una sola reaccion de amplificacion {(“multiplex”). A
continuacion se hibridan selectivamente los productos de la amplificacion a sondas
oligonucleotidicas (especificas de tipo salvaje y mutantes) inmovilizadas en un
soporte sblido tal como una tira de analisis en la cual las sondas se inmovilizan en
forma de lineas o bandas paralelas. Se detectan los amplicones biotinilados
unidos empleando sustratos de estreptavidina—fosfatasa alcalina y de color. Ese
tipo de ensayo puede detectar todas o cualquier subserie de las mutaciones de la
invencién. Con respecto a una banda de sonda mutante especifica, hay uno a tres
patrones de sefalizacion posibles: (i) una banda séio para la sonda de tipo salvaje
que indica una secuencia normal de acido nucleico, (i) bandas tanto para una
sonda de tipo sailvaje como mutante que indica el genotipo heterocigoto y (iii)
banda sélo para la sonda mutante que indica el genotipo mutante homocigoto. En
consecuencia, en un aspecto, la invencién presenta un método para detectar
mutaciones de la invencién que comprende aislar y/o amplificar una secuencia
objetivo de acido nucleico de FGFR3 de una muestra, por lo que el producto de la
comprende un ligando, poner en contacto el producto de fa amplificaciéon con una
sonda que comprende un asociado de unién al ligando detectable y donde la
sonda tiene capacidad para hibridarse especificamente a una mutacion de la
invencion y luego detectar la hibridacién de dicha sonda a dicho producto de la
amplificacién. En una realizacion, el ligando es biotina y el asociado de union
comprende avidina o estreptavidina. En una realizacién, el asociado de unidn
comprende esteptavidina-alcalina que es detectable con sustratos de color. En
una realizacion, las sondas son inmovilizadas, por ejemplo, en una tira de andlisis
en la cual las sondas complementarias de mutaciones diferentes se separan una
de otra. Por otro lado, se marca el acido nucleico amplificado con un radioisétopo,
en cuyo caso no es necesario que la sonda comprenda un marcador detectable.
(p) Las alteraciones de un gen de tipo salvaje abarcan todas las formas
de mutaciones tales como inserciones, inversiones, deleciones, y/o mutaciones
puntuales. En una realizacion las mutaciones son somaticas. Las mutaciones
somaticas son las que solo tienen lugar en ciertos tejidos, por ej., en el tejido
tumoral, y no se heredan en la linea germinal. Las mutaciones de linea germinal

se pueden encontrar en cualquiera de los tejidos del cuerpo.
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(@9 Se puede obtener una muestra que comprende un acido nucleico
objetivo por métodos muy conocidos en la técnica y que son apropiados para el
tipo especifico y ubicacion del tumor. Con frecuencia se utiliza ia biopsia de tejidos
para obtener un trozo representativo de tejido tumoral. Por otro lado, se pueden
obtener células tumorales indirectamente en forma de tejidos/fluidos conocidos o
sospechados de contener las células tumorales interés. Por ejemplo, se pueden
obtener muestras de lesiones de cancer de pulmén mediante reseccion,
broncoscopia, aspiracién con aguja fina, cepillados bronguiales o de esputo, fluido
pleural o sangre. Se pueden detectar genes o productos génicos mutantes del
tumor o de otras muestras corporales tales como orina, esputo o suero. Se pueden
aplicar las mismas técnicas antes descriptas para la deteccion de genes o
productos génicos mutantes en muestras de tumores a otras muestras del cuerpo.
Las celulas cancerosas se desprenden de los tumores y aparecen en esas
muestras corporales. Al analizar dichas muestras corporales, se puede obtener un
sencillo diagnéstico precoz de enfermedades tales como el cancer. Ademas, se
puede monitorear el progreso de la terapia mas facimente y analizar esas
muestras corporales para detectar genes objetivo o productos génicos mutantes.

() Los medios para enriquecer una preparacion tisular en el caso de
células tumorales son conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede aislar el
tejido de secciones en parafina o criostato. También se pueden separar las células
cancerosas de las células normales por citometria de flujo o microdiseccién de
captura con laser. Estas y otras técnicas para la separacién de tumores de las
células normales son muy conocidas en la técnica. Si el tejido tumoral esta
altamente contaminado con células normales, la deteccidon de mutaciones puede
ser mas dificil, si bien las técnicas para minimizar la contaminacién y/o falsos
resultados positivos/negativos son conocidas y algunas de las cuales se describen
mas adelante. Por ejemplo, una muestra puede ser evaluada asimismo para
determinar la presencia de un biomarcador (incluyendo una mutacion) que se sabe
asociado a una célula tumoral de interés pero no a una célula normal
correspondiente, o viceversa.

(s) La deteccidbn de mutaciones puntuales en los acidos nucleicos
objetivos se puede lograr mediante c¢lonacion molecular de los acidos nucleicos
objetivo y secuenciacién de los acidos nucleicos utilizando técnicas muy conocidas
en el medio. Por otro lado, se pueden utilizar técnicas de amplificacién tales como
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar las secuencias

objetivo de acido nucleico directamente de una preparacion de ADN gendmico del
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tejido tumoral. Se puede determinar la secuencia de acido nucleico de las
secuencias amplificadas e identificar de las mismas las mutaciones. Las técnicas
de amplificacién son muy conocidas en el medio, por ej., reaccion en cadena de la
polimerasa descripta por Saiki et al., Science 239:487, 1988; patentes de los
Estades Unidos Nos. 4.683.203 y 4.683.195.

(t) Se debe notar que el disefio y seleccion de los cebadores apropiados
son técnicas muy reconocidas en el medio.

(uy  También se puede utilizar la reaccidon en cadena de la ligasa, que se
conoce en la técnica, para amplificar secuencias objetivo de acido nucleico.
Véase, , por gj.,, Wu et al.,, Genomics, Vol. 4, pp. 560-569 (1989). Ademas,
también se puede emplear una técnica conocida como PCR de alelos especificos.
Véase, por €j., Ruano and Kidd, Nucleic Acid Research, Vol. 17, p. 8392, 1989.
De acuerdo con esta técnica, se utilizan cebadores que se hibridan en sus
extremos 3’ a una mutacion especifica del acido nucleico objetivo. Si la mutacién
especifica no esta presente, no se observa un producto de la amplificacion.
También se puede utilizar la Amplificacion Refractaria de Sistemas de Mutaciones
(ARMS), de acuerdo con o descripto en la Publicacién de Solicitud de patente
europea No. 0332435 y in Newton et al., Nucleid Acid Research, Vol. 17, p.7,
1989. También se pueden detectar inserciones y deleciones de genes mediante
clonacién, secuenciacidon y amplificacién. Ademas, se pueden utilizar sondas de
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) para el gen o
genes marcadores circundantes a fin de puntuar la alteracién de un alelo o una
insercién en un fragmento polimérfico. Se puede usar asimismo el andlisis de
polimorfismos de conformacion de cadena Unica (SSCP) para detectar variantes
por cambio de bases de un alelo. Véase, por gj. Orita et al., Proc. Nati. Acad. Sci.
USA Vol. 86, pp. 2766-2770, 1989 y Genomics, Vol. 5, pp. 874-879, 1989.
También se pueden utilizar otras técnicas para detectar inserciones y deleciones
conocidas en la técnica.

(v) La alteracién de genes de tipo salvaje también se puede detectar
sobre la base de la alteracion de un producto de la expresion del gen de tipo
salvaje. Dichos productos de la expresién incluyen tanto ARNm como el producto
proteico. Se pueden detectar mutaciones puntuales amplificando y secuenciando
el ARNm o por medio de clonacién molecular del ADNc preparado a partir del
ARNm. Se puede determinar la secuencia del ADNc clonado utilizando técnicas de
secuenciacién de ADN que son muy conocidas en el medio. El ADNc también se

puede secuenciar por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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(w) Los apareamientos erroneos don duplex de acido nucleico hibridado
que no son 100% complementarios. La falta de complementariedad total se puede
deber a deleciones, inserciones, inversiones, sustituciones o mutaciones por
cambio de marco. La deteccion de apareamientos errébneos se puede utilizar para
detectar mutaciones puntuales en un acido nucleico objetivo. Si bien estas
tecnicas pueden ser menos sensibles que la secuenciacidn, son mas sencillas de
realizar en un gran numero de muestras de tejido. Un ejemplo de técnica de
escision de apareamientos erroneos es el método de proteccién con Rnas, que ha
sido descripto en detalles por Winter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 82, p.
7575, 1985 y Meyers et al., Science, Vol. 230, p. 1242, 1985. Por ejemplo, un
método de la invencién puede implicar el uso de una ribosonda marcada que es
complementaria del acido nucleico humano de tipo salvaje objetivo. Se reasocia
(hibrida) la ribosonda y el acido nucleico objetivo derivado de la muestra de tejido
entre si y seguidamente se las digiere con la enzima Rnasa A, que puede detectar
algunos apareamientos erréneos en una estructura de ARN duplex. si se detecta
un apareamiento erréneo por RNasa A, ésta se escinde en el sitio del
apareamiento erréneo. De esa manera, al separarse [a preparacion de ARN
reasociada en una matriz de gel electroforético, en caso de haberse detectado un
apareamiento erroneo escindido por [a Rnasa A, se ve un producto de ARN que es
mas pequefio que el ARN daplex de longitud total de la ribosonda y el ARNm o
ADN. No es necesario que la ribosonda tenga la longitud total del acido nucleico,
siempre que abarque la posicidn con una mutacién sospechada. Si la ribosonda
comprende s6lo un segmento del ARNm o gen del acido nucleico objetivo, puede
ser conveniente utilizar un niumero de estas sondas para analizar 1a totalidad de la
secuencia de acido nucleico objetivo para detectar apareamientos erréneos si
resulta conveniente.

(x) De manera similar, se pueden utilizar sondas de ADN para detectar
apareamientos erroneos, por ejemplo por medio de escision enzimatica o quimica.
Véase, por e, Cotton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 85, 4397, 1988 y
Shenk et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 72, p. 989, 1975. Por otro lado, los
apareamientos erroneos se pueden detectar mediante cambios de la movilidad
electroforética de duplex mal apareados con respecto a los duplex apareados
Véase, por ej., Cariello, Human Genetics, Vol. 42, p. 726, 1988. Tanto con
ribosondas como con sondas de ADN, se puede amplificar el ARNm o ADN del
acido nucleico objetivo que pueda contener una mutacién antes de la hibridacién.

También se pueden detectar cambios en el ADN del acido nucleico utilizando
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hibridacion Southern, especialmente si los cambios son rearreglos groseros tales
como deleciones e inserciones.

(y) También se pueden analizar las secuencias de ADN del acido
nucleico objetivo que han sido amplificadas utilizando sondas para alelos
especificos. Estas sondas son oligobmeros de acido nucleico, cada unc de los
cuales contiene una regidén del gen de acido nucleico objetivo que alberga una
mutacion conocida. Por ejemplo, un oligbmero puede tener una longitud de
aproximadamente 30 nucledtidos, correspondientes a una porcién de la secuencia
objetivo del gen. Mediante el uso de una bateria de dichas sondas de alelos
especificos, se pueden analizar los productos de la amplificacién del acido
nucleico objetivo para identificar la presencia de una mutacion previamente
identificada en el gen objetivo. La hibridacion de sondas especificas de alelos con
secuencias de acido nucleico amplificadas se puede realizar, por ejemplo, en un
filtro de nylon. La hibridacién a una sonda especifica en condiciones de hibridacién
rigurosas indica la presencia de la misma mutacién en el tejido tumoral que en la
sonda de alelo especifico.

(zy También se puede detectar la alteracion de genes objetivo de tipo
salvaje seleccionando para la alteracion de la correspondiente proteina de tipo
salvaje. Por ejemplo, se pueden utidizar anticuerpos monoclonales
inmunoreactivos con un producto génico objetivo para analizar un tejido, por
ejemplo un anticuerpo conocido por su unidn a una posicion mutada especifica del
producto génico (proteina). Por ejemplo, un anticuerpo que se utiliza puede ser
aquel que se une a un exén suprimido 0 que se une a un epitope conformacional
que comprende una porcion suprimida de la proteina objetivo. La falta del antigeno
correspondiente indicaria una mutacion. También se podrian utilizar anticuerpos
especificos para productos de los alelos mutantes para detectar productos génicos
mutantes. Los anticuerpos se pueden identificar de bibliotecas de exhibicidn de
fagos. Dichos ensayos inmunoldgicos se pueden realizar en cualquier formato
conveniente conocido en la técnica. Estos incluyen Western blots, ensayos
inmunohistoquimicos y ensayos ELISA. Se puede utilizar cualquier medio para
detectar una proteina alterada para detectar una alteraciéon de los genes de tipo
salvaje objetivo.

(aa) los pares de cebadores son utiles para la determinacion de la
secuencia de nucleétidos de un acido nucleico objetivo empleando técnicas de
amplificacion de acidos nucleicos tales como la reacciébn en cadena de la

polimerasa. Los pares de cebadores de ADN monocatenario pueden ser
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asociados a secuencias dentro o alrededor de la secuencia de acido nucleico
objetivo para impuisar la amplificacién de la secuencia objetivo. Tambiéen se
pueden utilizar cebadores para alelos especificos. Dichos cebadores sélo se
asocian a una secuencia objetivo mutante especifica y, de esa manera, soélo
amplifican un producto en presencia de la secuencia objetivo mutante como
modelo. Para facilitar la posterior clonacion de las secuencias amplificadas, los
cebadores pueden tener sitios de restriccion enzimatica anexados a sus extremos.
Dichas enzimas y sitios son muy conocidos en la técnica. Los cebadores en si
pueden ser sintetizados utilizando técnicas que son muy conocidas en el medio.
En general, los cebadores se pueden preparar utilizando maquinas sintetizadoras
de oligonucledtidos existentes en el comercio. El disefio de los cebadores
especificos es de competencia de las personas expertas en la técnica.

(bb) Las sondas de acido nucleico son de utilidad para un numero de
fines. Se las puede utilizar en hibridacién Southern al ADN gen6mico y en el
meétodo de proteccidén con RNasa para detectar mutaciones puntuales descriptas
anteriormente. Las sondas se pueden utilizar para detectar productos de la
amplificacién de acidos nucleicos. También se las puede utilizar para detectar
apareamientos erréneos con el gen de tipo salvaje o ARNm utilizando otras
tecnicas. Los apareamientos errdnecs se pueden detectar empleando otras
enzimas (por €j., S1 nucleasa), sustancias quimicas (por ej., hidroxilamina o
tetradxido de osmio y piperidina), o cambios de la movilidad electroforética de los
hibridos mal apareados en comparacién con los hibridos totalmente apareados.
Estas técnicas son conocidas en el medio. Ver Novack et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, Vol. 83, p. 586, 1986. En general, las sondas son complementarias de
secuencias fuera del dominio de quinasa. Se puede utilizar toda una bateria de
sondas de acido nucleico para comparar un kit para la deteccién de mutaciones en
los acidos nucleicos objetivo. El kit da lugar a la hibridacion a una gran regién de
una secuencia objetivo de interés. Las sondas se pueden superponer entre si o
ser contiguas.

(cc) Si se utiliza una ribosonda para detectar malos apareamientos con el
ARNm, ésta generalmente es complementaria de! ARNm del gen objetivo. Por
consiguiente, la ribosonda es una sonda antisentido por el hecho de que no
codifica para el producto génico correspondiente porque es complementaria de Ia
cadena de sentido. Por lo general la ribosonda esta marcada con un material
radiactivo, colorimétrico o fluorimétrico, lo que se puede obtener por cualquier
medio conocido en la técnica. Si se utiliza la ribosonda para detectar
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apareamientos erréneos con ADN, puede ser de cualquier polaridad, de sentido o
antisentido. Del mismo modo, también se pueden utilizar sondas de ADN para
detectar apareamientos erroneos.

(dd) En algunos casos, el cancer sobreexpresa o no el FGFR3, La
sobreexpresion del receptor se puede determinar en un ensayo de diagnostico o
pronostico mediante la evaluacién de los niveles incrementados de la proteina
receptora presente en la superficie de una celula (por ej. mediante un ensayo
inmunohistoquimico; IHC). Por otro lado, o ademas, se pueden medir los niveles
de acido nucleico que codifica el receptor en la célula, por ej. mediante técnicas de
hibridacion fluorescente in situ (FISH; ver WO98/45479 publicada en octubre de
1988), southern blotting, o reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), como por
gjemplo PCR cuantitativa en tiempo real (RT-PCR). Aparte de los ensayos
mencionados, el profesional capacitado dispone de diversos ensayos in vivo. Por
gjemplo, se puede exponer a las células dentro del cuerpo del paciente a un
anticuerpo que esta opcionalmente marcado con un marcador detectable, por ej.
un isotopo radiactivo y se puede evaluar la union del anticuerpo a las células en el
paciente, por ej. mediante exploracion externa para determinar la radiactividad o
analizando una biopsia extraida del paciente previamente expuesto al anticuerpo.
Agentes quimioterapéuticos

La terapia combinatoria de la invencion puede comprender ademas unoc o
mas agentes quimioterapéuticos. La administracién combinada incluye Ia
coadministracion o administracién simultanea, utilizando formulaciones separadas
0 una sola formulacién farmacéutica y la administracion consecutiva en cualquier
orden, donde preferentemente existe un periodo de tiempo en que ambos (o
todos) los agentes activos ejercen simultdneamente sus actividades bioldgicas.

El agente quimioterapéutico, en caso de administrarselo, se administra
habitualmente en las dosis conocidas para el mismo, u opcionalmente reducidas
debido a la accion combinada de las drogas ¢ a efectos secundarios adversos
atribuibles a la administracién del agente quimioterapéutico de antimetabolitos. Se
puede utilizar ia preparacion y regimenes de dosificacion de dichos agentes
quimioterapéuticos de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes o mediante
determinacion empirica por el profesional experto.

En la presente se consignan diversos agentes quimioterapéuticos que se
pueden combinar.

En algunas realizaciones, los agentes quimioterapéuticos a combinar son
seleccionados del grupo que consiste en lenalidomide (REVLIMID), inhibidores del
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proteosoma (tales como bortezomib (VELCADE) y PS342), bora taxoide
(incluyendo docetaxel y paclitaxel), vinca (tal como vinorelbina o vinblastina),
compuesto de platino (tal como carboplatino o cisplatino), inhibidor de la
aromatasa (tal como letrozol, anastrazol, o exemestano), anti-estrégeno (por ej.
fulvestrant o tamoxifeno), etoposido, tiotepa, ciclofosfamida, pemetrexed,
methotrexato, liposomal doxorubicina, doxorubicina liposdmica pegilada,
capecitabina, gemcitabina, meltalina, doxorubicina, vincristina, inhibidor de la
COX-2 (por ejemplo, celecoxib), o esteroide (por ., dexametasona y prednisona).
(por ej., realizaciones que conllevan el tratamiento de t(4;14)+ mieloma multiple,
dexametasona y lenalidomida, o dexametasona, o se combina bortezomib, ©
vincristina, doxorubicina y dexametasona, o talidomida y dexametasona, o
doxorubicina liposémica, vincristina y dexametasona, o lenalidomida vy
dexametasona, o bortezomib y dexametasona, o bortezomib, doxorubicina y
dexametasona, (por ej., realizaciones que incluyen el cancer de vejiga),
gemcitabina y cisplatino, 0 se combina un taxano (por €]., paclitaxel, docetaxel), o
pemetrexed, o metotrexato, vinblastina, doxorubicina y cisplatino, o carboplatino, o
mitomicina C en combinacién con 5-Fluorouracilo, o cisplatino, o cisplatino y 5—
Fluorouracilo.

Formulaciones, Dosis y Administraciones

Los agentes terapéuticos utilizados en fa invencion se formulan, dosifican y
administran de manera compatible con la practica meédica cabal. Los factores a
tener en cuenta en este contexto incluyen el trastorno especifico en tratamiento, el
sujeto especifico en tratamiento, la condicién clinica del paciente individual, la
causa del trastorno, el sitio de administracion del agente, el método de
administracion, el régimen administracion, la interaccion droga droga de los
agentes a combinar y otros factores conocidos por los facultativos médicos.

Las formulaciones terapéuticas se preparan utilizando métodos standard
conocidos en la téecnica mezclando el ingrediente activo con el grado de pureza
deseado con vehiculos, excipientes o estabilizadores fisioldgicamente aceptables
opcionales (Remington's Pharmaceutical Sciences (20% edicion), ed. A. Gennaro,
2000, Lippincott, Williams & Wilkins, Philadelphia, PA). Los vehiculos aceptables
incluyen salina o buffers tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos;
antioxidantes que incluyen acido ascdrvido, polipéptidos de bajo peso molecular
(menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas tales como albumina sérica,
gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona,

aminodacidos tales como glicina, glutamina, asparaginas, arginina ¢ lisina;
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monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos que incluyen glucosa, mannosa,
o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA, alcoholes de azucar tales como
mannitol o sorbitol; contraiones formadores de sales tales como sodio; y/o
tensioactivos no iénicos tales como TWEEN™, PLURONICS™, o PEG.

Opcionalmente, aunque preferentemente, a formulacién contiene una sal
farmacéuticamente aceptable, preferentemente cloruro de sodio y preferentemente
en concentraciones aproximadamente fisiologicas. Opcionalmente, las
formulaciones de la invencibn pueden contener un  conservante
farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, la concentraciéon de
conservante esta en el rango de 0,1 a 2,0%, generalmente v/v. Los conservantes
adecuados incluyen los conocidos en la técnica farmacéutica. Los conservantes
preferidos son alcohol bencilico, fenol, m—cresol, metilparabeno y propilparabeno.
Opcionalmente, las formulaciones de la invencion pueden incluir un tensioactivo
farmacéuticamente aceptable en una concentraciéon de 0,005 a 0,02%.

La formulaciéon de la presente puede comprende asimismo mas de un
compuesto activo que sea necesario para la indicacion especifica en tratamiento,
preferentemente los que tienen actividades complementarias que no se afectan
adversamente entre si. Dichas moléculas estan presentes adecuadamente en
combinacion en cantidades efectivas para el fin pretendido.

También se pueden atrapar los ingredientes activos en microcapsulas
preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de coacervacion o por polimerizacion
interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o microcapsulas de
gelatina y microcapsulas de poli-(metiimetacilato), respectivamente, en sistemas
coloidales de administracién de drogas (por ejemplo, liposomas, microesferas de
albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Dichas técnicas han sido descriptas en |la obra antes citada
Remington’s Pharmaceutical Sciences.

Se pueden preparar preparaciones de liberacién sostenida. Entre los
ejemplos adecuados de preparaciones de liberacién sostenida se cuentan
matrices semipermeables de polimero hidrdfobos sélidos que contienen el
anticuerpo, matrices que estan en forma de articulos formados, por €j., peliculas o
microcapsulas. Entre los ejemplos de matrices de liberacion sostenida se cuentan
los poliésteres, poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli{(2-hidroxietil—
methacrilato), o poli{vinilalcohol)), polilactidos (patente de los Estados Unidos No.
3.773.919), copolimeros de &cido L—glutamico y y etil-L—glutamato, etileno—vinil
acetato no degradable, copolimeros degradables de acido lactico—acido glicélico

S
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tales como el LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas por un
copolimero de acido lactico-acido glicdlico y acetato de leuprolide) y acido poli-
D—(—)-3-hidroxibutirico. Si bien los polimeros tales como etileno-vinil acetato y
acido lactico~acido glicolico permiten la liberacidén de las moléculas en el curso de
mas de 100 dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas durante periodos de tiempo
mas cortos. Cuando los anticuerpos encapsulados permanecen en el cuerpo
durante un periodo prolongado, se pueden desnaturalizar o agregar como
resultado de la exposicidn a la humedad a 37°C, dando lugar a la pérdida de
actividad biologica y a posibles cambios de la inmunogenicidad. Se pueden idear
estrategias racionales para la estabilizacién dependiendo de!l mecanismo en
cuestion. Por ejemplo,‘ si se descubre que el mecanismo de agregacion es la
formacién de enlaces intermoleculares S-S por medio de intercambio tio—disulfuro,
la estabilizacién se puede lograr modificando los residuos sulfhidrilo, liofilizando de
soluciones acidas, controlando el contenido de humedad, utilizando aditivos
apropiados y desarrollando composiciones de matriz polimérica especificas.

Los agentes terapéuticos de la invencién se administran a un paciente
humano, de acuerdo con métodos conocidos tales como administracion
endovenosa tal como bolo o por infusion continua durante un periodo de tiempo,
por via intramuscular, intraperitoneal, intracerobrospinal, subcutanea, intraarticular,
intrasinovial, intratecal, oral, tépica, o por inhalacion. También se puede emplear
una estrategia ex vivo para aplicaciones terapéuticas. Las estrategias ex vivo
conllevan la transfeccién o transduccion de las células obtenidas de un
polinucleétido que codifica un antagonista de FGFR3. A continuacion se
reintegran las células transfectadas o transducidas al sujeto. Las células pueden
ser de cualquiera de una amplia gama de tipos entre los que se incluyen, aunque
no a titulo de limitacion, las células hematopoyéticas (por €j., células de médula
Osea, macrofagos, monocitos, células dendriticas, células T o células B),
fibroblastos, células epiteliales, células endoteliales, queratinocitos o células
musculares.

Por ejemplo, si el antagonista del FGFR3 es un anticuerpo, el anticuerpo es
administrado por cualquier via adecuada incluyendo la parenteral, subcutanea,
intraperitoneal, intrapulmonar e intranasal y, en caso de ser conveniente para el
tratamiento inmunosupresivo local, la administracién intralesional. Las infusiones
parenteral incluyen la administraciéon intramuscular, endovenosa, intraarterial,
intraperitoneal © subcutanea. Ademas, el anticuerpo se administra

adecuadamente por infusidn de pulsos, especialmente con dosis decrecientes del
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anticuerpo.  Preferentemente la dosificacion se administra por medio de
inyecciones, muy preferentemente inyecciones endovenosas 0 subcutaneas,
dependiendo, en parte, de si la administracion es breve o cronica.

En otro ejemplo, se administra el compuesto antagonista del FGFR3 en
forma local, por &j., mediante inyecciones directas, cuando el trastorno o ubicacién
del tumor lo permite y se pueden repetir periddicamente las inyecciones. El
antagonista del FGFR3 se puede administrar asimismo por via sistémica al sujeto
o directamente a las células tumorales, por €j., a un tumor o al lecho de un tumor
después de la escision quirargica del tumor, a fin de impedir o reducir la recidiva
local ¢ metastasis.

La administracion de los agentes terapéuticos en combinacion se lleva a
cabo tipicamente en el curso de un periodo de tiempo definido (habitualmente
minutos, horas, dias o0 semanas dependiendo de la combinacién seleccionada). La
terapia combinatoria esta destinada a abarcar la administracion de estos agentes
terapéuticos en forma sucesiva, es decir donde cada agente terapéutico es
administrado en un momento diferente, como asi también la administracién de
estos agentes terapéuticos, o por lo menos dos de los agentes terapéuticos, en
forma sustancialmente simultanea.

El agente terapéutico puede ser administrado por la misma via o por vias
diferentes. Por ejemplo, el anticuerpo anti-FGFR3 incluido en la combinacién
puede ser administrada por inyeccion endovenosa, en tanto que se puede
administrar el agente quimioterapéutico incluido en la combinacién por via oral.
Por otro lado, por ejemplo, los dos agentes terapéuticos pueden ser administrados
por via oral, o se pueden administrar ambos agentes terapéuticos por inyeccion
endovenosa, dependiendo de los agentes terapéuticos especificos. El orden en el
cual se administran los agentes terapeuticos también varia dependiendo de los
agentes especificos.

Dependiendo del tipo y severidad de la enfermedad, una cantidad de
aproximadamente 1 pg/kg a 100 mg/kg de cada agente terapéutico es una dosis
posible inicial para la administracién al paciente, ya sea, por ejemplo, mediante
una 0 mas administraciones separadas o por infusién continua. Una dosis diaria
tipica podria estar en el rango de aproximadamente 1 pg/kg a aproximadamente
100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores antes citados. En el caso de
administraciones repetidas en el curso de varios dias 0 mas, dependiendo de la

condicion, el tratamiento se sostiene hasta que el cancer haya sido tratado, segun
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determinacién por los métodos antes descriptos., pueden ser de utilidad otros
regimenes de dosificacion.

La presente solicitud contempla la administracion del anticuerpo de FGFR3
mediante terapia génica. Véase, por ejemplo, W086/07321 publicada e! 14 de
marzo de 1996 pertinente al uso de terapia génica para generar anticuerpos
intracelulares.

Articulos de Fabricacion

En otro aspecto de la invencién, se presenta un articulo de fabricacién que
contiene materiales Gtiles para el tratamiento, prevencién y/o diagnéstico de los
trastornos antes descriptos. El articulo de fabricacién comprende un recipiente y
un marcador o prospecto del envase adherido o asociado al recipiente. Los
recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, frascos—ampolla, jeringas,
etc. Los recipientes se pueden formar de una variedad de materiales tales como
vidrio o plastico. El recipiente contiene una composicidon que en si o combinada
con otra composicidn (o composiciones) es eficaz para el tratamiento, prevencion
y/o diagnéstico de la condicidén y puede presentar una boca de acceso estéril (por
ejemplo el recipiente puede ser una bolsa para solucion endovenosa o un frasco
ampolla con un tapén perforabie por una aguja de inyeccién hipodérmica). Por lo
menos un agente activo de la composicidon es un anticuerpo de la invencion. El
marcador o prospecto indica que la composicidn se utiliza para tratar la condicién
de eleccion, tal como el cancer. Mas aun, el articulo de fabricacion puede
comprender (a) un primer recipiente que contiene una composiciéon, donde la
composicidn comprende un anticuerpo de la invencion; y (b) un segundo recipiente
que contiene una composicién, donde la composicion comprende otro agente
citotdxico. El articulo de fabricacion de esta realizacion de la invencidn puede
comprender ademas un prospecto que indica que la primera y segunda
composiciones de anticuerpos se pueden utilizar para tratar una condicion
especifica, por gj., el cancer. Por otro lado, ¢ ademas, el articulo de fabricacion
puede comprender ademas un segundo (o tercer) recipiente que comprende un
buffer farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyeccion
(BWFI), salina con buffer de fosfato, solucidon de Ringer y solucion de dextrosa.
Puede incluir ademas otros materiales convenientes desde el punto de vista
comercial y del usuario, que incluyen buffers diluyentes, filtros, agujas y jeringas.
Los siguientes son ejemplos de los métodos y composiciones de la invencion. Se ha
de entender que se pueden peoner en practica diversas realizaciones mas, presentadas

en la descripcion general antes expuesta.
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EJEMPLOS

Materiales y métodos

Lineas celulares y cultivo celular

Se obtuvo la linea celular RT4 de la American Type Cell Culture Collection. Las
lineas celulares RT112, OPM2 y Ba/F3 fueron adquiridas a la German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, (Germany)) . La linea celular de mieloma
multiple KMS11 fue amablemente suministrada por el Dr. Takemi Otsuki de Kawasaki
Medical School (Japén). La linea celular de cancer de vejiga TCC-97-7 fue una
donacion generosa de la Dra. Margaret Knowles de St James’s University Hospital
(Leeds, RU). La linea celular UMUC-14 fue obtenida del Dr. H.B. Grossman
(actualmente en el M.D. Anderson Cancer Center, de la Universidad de Texas, TX).
Se mantuvo a las células con medio RPMI suplementado con suero fetal bovino al
10% (FBS) (Sigma), 100 U/ml de penicilina, 0,1 mg/ml de estreptomicina y L—glutamina
en condiciones de CO, al 5% a 37°C.

Estudios de dimerizaciéon de FGFR3524%¢

Se cultivaron células UMUC—14 en medio sin cisteina, se las traté con R3Mab o
DTNB por espacio de 3 h y se someti6 a los lisados celuiares a andlisis de
inmunotransferencia en condiciones reductoras o no reductoras. Para los estudios de
dimerizacion in vitro, se cloné FGFR3-11Ib5**C (residuos 143-374) en el vector
pAcGP67A y se lo expresion en células T.ni Pro. Se purificd la proteina recombinante
a través de una columna Ni-NTA seguida por una columna Superdex S200. Se eluyd
el FGFR3%%*%° dimérica en Tris 25 mM (pH 7,5) y 300 NaCl mM. Se incubd R3Mab (1
uM) con el dimero FGFR3%%%C (0,1 uM) a 37°C en las siguientes condiciones:
KHzPO4 100 mM (pH 7,5), DTT 25 uM, EDTA 1 mM y 0,75 mg/ml de BSA. Se tomaron
alicuotas de la reaccién en los puntos de tiempo indicados y se detuvo la reaccién
agregando el buffer de muestra sin p—mercaptoetanol. Se analizé e! Dimero—

mondmero mediante inmunotransferencia.

Estudios de Xenoinjerto

Todos los estudios fueron aprobados por el Genentech’s Institutional Animal
Care and Use Committee. Se adquirieron ratones nu/nu hembra o CB17 con
inmunodeficiencia combinada severa (SCID), de 68 semanas de edad a Charles
River Laboratory (Hollister, CA). Se obtuvieron ratones desnudos atimicos hembra del

National Cancer Institute—Frederick Cancer Center. Se mantuvo a los ratones en
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condiciones especificas libres de patégenos. Se implantaron células RT112 ARNsh
estables (7 x10%, células RT112 (7 x10%), Ba/F3-FGFR35%%C (5 x10%), OPM2 (15
x10%, o KMS11 (20 x10% por via subcutanea en el flanco de los ratones en un
volumen de 0,2 ml en HBSS/matrigel (1:1 v/v, BD Biosciences). Se implantaron células
UMUC-14 (5 x10°% sin matrigel. Se midieron los tumores dos veces por semana
empleando un calibre y se calculd el volumen de los tumores empleando la férmula:
V=05 a x b% en la cual a y b representan la longitud y el ancho del tumor,
respectivamente. Cuando el volumen medio del tumor llegé a 150-200 mm?, se asignd
a los ratones aleatoriamente a grupes de 10 y se los tratdé dos veces por semana con
una inyeccion intraperitoneal (i.p) de R3Mab (0,3-50 mg/kg), o una IgG1 humana
control diluida en HBSS. Se dio a los animales control vehiculo (HBSS) solo.

Estadisticas
Los datos agrupados se expresan en términos de media +/— SEM. Se utilizaron

pruebas t de Student apareadas (de 2 colas) para la comparacion entre dos grupos. Se

considerd estadisticamente significativo un valor de P<0,05 en todos los experimentos.

Generacion de células estables FGFR3 ARNsh

Se clonaron tres FGFR3 ARNsh independientes en el vector pHUSH de
acuerdo con lo descripto (1). La secuencia correspondiente a FGFR3 ARNshs

utilizada en los estudios es la siguiente: ARNsh2:
5'GATCCCCGCATCAAGCTGCGGCATCATTCAAGAGATGATGCCGCAGCTTGATGC
TTTTTTGGAAA (SEC ID NO: 192); ARNsh4: 85—

GATCCCCTGCACAACCTCGACTACTA

TTCAAGAGATAGTAGTCGAGGTTGTGCATTTTTTGGAAA-3 (SEC ID NO:
193), ARNsh6: 5
GATCCCCAACCTCGACTACTACAAGATTCAAGAGATCTTGTAGTAGTCGAGGTTTT
TTTTGGAAA-3 (SEC ID NO: 194). Todas las construcciones fueron confirmadas por
secuenciacién. El ARNsh control de EGFP fue descripto en nuestro estudio anterior
(50). Se produjo el ARNsh que contenia el retrovirus cotransfectando células de
empaque GP2-293 (Clontech Laboratories, Mountain View, CA) con construcciones
VSV-G (Clontech Laboratories) y pHUSH-FGFR3 ARNsh y se cosecharon los
sobrenadantes virales 72 h después de la transfeccion y se eliminaron todos los
desechos pro centrifugacién para el experimento de transduccion.

Se mantuvo a las células RT112 en medio RPMI 1640 que contenia FBS libre

de tetraciclina (Clontech Laboratories) y se las transdujo con sobrenadante retroviral
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en presencia de 4 ng/ml de polibreno. 72 Horas después de la infeccion se agregaron
2 pg/ml de puromicina (Clontech Laboratories) al medio para seleccionar clones
estables que expresaban ARNsh. Se aislaron las celulas estables, se las tratd con 0,1
o 1 ng/ml de doxiciclina (Clontech Laboratories) por espacio de 4 dias y se evalud la

reduccion inducible de la expresion de la proteina FGFR3 por andlisis de Western
blotting. Se llevaron a cabo analisis del ciclo celular de acuerdo con lo descripto (51).

Seleccion de anticuerpos por fagos especificos para FGFR3

Se utilizaron bibliotecas de anticuerpo humanos de fagos con diversidades
sintéticas en las regiones determinantes de la complementariedad seleccionadas (H1,
H2, H3, L3), imitando la diversidad natural del repertorio de IgG humana para el paneo.
Se exhibieron los fragmentos Fab en forma bivalente en la superficie de las particulas
de bacteridfago M13 (52). Se utilizaron IgD2-D3 de FGFR3-llIb e llic humanos con
marca identifictacria de His como antigenos. Se revistieron inmunoplacas MaxiSorp
de 96 pocillos (Nunc) de un dia para otro a 4°C con la proteina FGFR3-lllb-His o la
proteina FGFR3-1IIC—His (10 pg/ml) y las bloque¢ durante 1 hora con buffer PBST
(PBS con Tween 20 al 0,05%) suplementado con BSA al 1%. Se agregaron bibliotecas
de fagos de anticuerpos y se las incubd de un dia para otro a temperatura ambiente
(TA). Se lavaron las placas con buffer PBST y se eluy6 el fago unido con HCI 50mM y
NaCl 500 mM por espacio de 30 minutos y se lo neutralizé con un volumen igua!l de
base Tris 1M. Se amplificaron los fagos recuperados en células azules de E. coli XL-1.
Durante las rondas de seleccion subsiguientes se redujo el tiempo de incubacion de
los anticuerpos de fagos a 2 horas y se aumentd gradualmente la rigurosidad de
lavado de las placas (53). Se identificaron anticuerpos de fagos Unicos y especificos
que se unen tanto a la isoforma lllb como Illc de FGFR3 por ELISA de fagos y
secuenciacion de ADN. De los 400 clones analizados, se seleccionaron cuatro para
reformatearlos a IgGs de longitud total clonando las regiones VL y VH de los clones
individuales en vectores LPG3 y LPG4, respectivamente, expresados transitoriamente
en celulas de mamifero y purificados con columnas de proteina A (54). Se selecciond
el Clon 184.6 para la maduracion de la afinidad.

Para la maduracién de la afinidad, el fagomida que exhibia Fab monovalente en
la superficie del bacteriéfago M13 (52) sirvié como modelo de |a biblioteca para injertar
los dominio variables de cadena liviana (VL) y cadena pesada (VH) del fago Ab. Se
incorporaron los codones de terminacion en CDR-L3. Se adoptd una estrategia de

aleatorizacién blanda para la maduracion de la afinidad de acuerdo con lo descripto
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(53). Se seleccionaron dos combinaciones diferentes de bucles de CDR, H1/H2/L3,
H3/L3, o L1/L2/L3 para la aleatorizacién. Para seleccionar los clones con afinidad
madurada, se clasificaron las bibliotecas de fagos contra la proteina FGFR3 llIb o lllc—
His, se las someti6 a clasificacion en placa para la primera ronda y se continué con
cuatro rondas de clasificacién en fase de solucién de acuerdo con lo descripto (52).
Despues de cinco rondas de paneo, se empled un ELISA de fagos competitivo para
seleccionar rapidamente los clones de alta afinidad de acuerdo con lo descripto (55).
Se eligieron los clones con baja relacion de absorbancia a 450 nm en presencia de
FGFR3-His 10 nM a la absorbencia en ausencia de FGFR3-His para continuar con su

caracterizacion.

Los clones 184.6.1, 184.6.21, 184.6.49, 184.6.51, 184.6.58, 184.6.62 y 184.6.92
redujeron significativamente la viabilidad de las lineas celulares Ba/F3-FGFR3-lllb,
Ba/F3-FGFR3-lllc y Ba/F3-FGFR3-5249C y el clon 184.6.52 redujo
significativamente la viabilidad de la linea celular Ba/F3—-FGFR3-8249C. La actividad
inhibitoria incrementada estuvo oscild de aproximadamente 50 veces (clon 184.6.52) a
aproximadamente 100 veces (clones 184.6.1, 184.6.21, 184.6.49, 184.6.51, 184.6.58,
184.6.62 y 184.6.92) superior a la del clon 184.6, dependiendo de la linea celular
analizada. Se determind la cinética de unidén de los clones 184.6.1, 184.6.58 y
184.6.62 to FGFR3-llIb y FGFR3-lllc utilizando BlAcore de la siguiente manera:

FGFR3-IlIb KD (M) FGFR3-lllc KD (M)
184.6 3.80E-08 1.10E-07
184.6.1 2.64E-10 1.44E-09
184.6.58 1.90E-10 8.80E-10
184.6.62 1.20E-10 2.24E-09

Los clones 184.6.1, 184.6.58 y 184.6.62 también exhibieron inhibicion mejorada de
FGFR3 secuencia abajo con respecto a la sefalizacién en las células Ba/F3—-FGFR3,
las células RT112 y las células OPM2.

Se selecciond el Clon 184.6.1. Se introdujo una modificacion de la secuencia,
N54S, en el HVR H2 en el residuo 54, para mejorar la aptitud para la elaboracion,
generando el clon 1846 1N54S. Los clones 184.6.1 y 184.6.1N54S exhibieron
cinética de union comparable (medida en ensayos Biacore) y actividad comparable en
el ensayo de viabilidad de células Ba/F3. Se generaron otras variantes de HVR H2: se
introdujo N54S en el clon 184.6.58 y N54G, N54A, o N54Q en el clon 1846.1 y
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184.6.58. Estos clones exhibieron actividad comparable en el ensayo de viabilidad de
las células Ba/F3 con los clones parentales 184.6.1 0 184.6.58.

Se introdujo otra modificacién de secuencia, D30E, en el HVR L1 del clon
184.6.1N54S, generando el clon 184.6.1NSD30E. El clon 184.6.1NSD30E y el clon
184.6.1N54S exhibieron cinética de unién comparable y actividad comparable en el
ensayo de viabilidad de las células BA/F3 con los clones parentales 184.6.1 o
184.6.58.

En el presente contexto, “R3 Mab" se refiere a los clones del anticuerpo anti-
FGFR3 184.6.1N54S, 184.6.1, 0 184.6. Se utilizd el clon 184.6.1N54S en las figuras y
experimentos que mencionan “R3Mab”, excepto en los experimentos que arrojaron los
resultados expuestos en las siguientes figuras (en las cuales el anticuerpo esta
indicado entre paréntesis): Figuras 9B (clon 184.6.1), 10 (clon 184 .6), 11A and B (clon
184.6), 13 (clon 184.6.1), 14A (clon 184.6.1), 14B, G y H (clon 184.6), 19
(clone184.6.1) y 22B y C (clon 184.6.1).

Analisis BiAcore /Resonancia de Plasmén Superficial (SRP) para determinar las

afinidades de unidn de los anticuerpos

Se midieron las afinidades de union de R3Mab a FGFR3 mediante Biacore
{SRP utilizando un instrumento BlAcore™-3000 de acuerdo con lo descripto (53} con
las siguientes modificaciones. Se aplicé un revestimiento de R3Mab directamente
sobre chips biosensores CM5 para obtener aproximadamente 400 unidades de
respuesta (RU). Para la medicion cinética, se inyectaron diluciones en serie al doble
de la proteina FGFR3-lllb o llic-His {(comenzando a 67 nM) en buffer PBST a 25°C
con un caudal voluméttrico de 30 ul/minuto. Se calcularon los coeficientes de
asociacion (Kon, por mol/s) y disociacion (Koff, por s) empleando un sencilio modelo
de uniéon uno a uno de Langmuir (Software de Evaluacion BlAcore versidn 3.2). Se

calculd la constante de disociacion (Kd, por mol) en términos de relacién de Koff / Kon.

Se midieron las afinidades de unién de los anticuerpos por hibridoma de raton
para FGFR3 mediante Biacore/SRP de la siguiente manera. Se acoplé FGFR3-llb o
lllc Humano a tres celdas de flujo diferentes (FC), FC2, FC3 y FC4, de un chip sensor
BIACORETM CMS5 para obtener [as unidades de respuesta (RU) de aproximadamente
50 RU. Se obtuvo la inmovilizacion mediante acoplamiento al azar a través de grupos
amino empleando un protocolo provisto por el fabricante. Se registraron los
sensogramas correspondientes a la union de la IgG murina anti-FGFR3 derivada por

hibridoma o el fragmento Fab a estas superficies a 25°C mediante inyeccién de una
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serie de soluciones en el rango de 250 nM a 0,48 nM en incrementos al doble a un
caudal volumétrico de 30 pl/min. Entre inyeccion e inyeccion, cada inyeccon, se
incluyd Glicina—HCI pH 1,7 10mM como buffer para regenerar el chip sensor. Se restd
la sefal de la celda de referencia (FC1) del sensograma observado en FC2, FC3 y
FC4. Se calcularon las constantes cinéticas mediante ajuste de los datos por regresion
no lineal de acuerdo con un modelo de unién 1:1 de Langmuir utilizando el software de
evaluacion BlAcore (version 3.2) provisto por el fabricante.

Estudios de unién por ELISA B

Se clonaron los ADNc que codificaban los dominios extracelulares (ECD) de
FGFR1-llIb, llle, FGFR2-IlIb y lllc, FGFR3-IlIb y lllc y FGFR4 humanos en el vector
basado en pRK para generar proteinas quiméricas de Fc de FGFR humano. Se
produjeron las proteinas recombinantes mediante la transfeccion transitoria de células
de ovario de hamster china (CHO) y se las purificé por cromatografia de afinidad de
proteina A. Para evaluar la unién de los anticuerpos a los FGFRs, humanos, se
revistieron placas Maxisorp de 96 pocillos (Nunc) de un dia para otro a 4°C con 50 pl
de proteinas quiméricas FGFR ECD-Fc humano a razén de 2 pg/mi. Después del
bloqueo con salina con buffer de fosfato (PBS)/ BSA al 3%, se agregé el anticuerpo
FGFR3 y se lo incubd a TA por espacio de 2 horas. Se detect6 el anticuerpo FGFR3
unido especificamente utilizando un Fab anti-humano conjugado a HRP y el sustrato

colorigénico de TMB peroxidasa (KPL, Gaithersburg, MD).

Para analizar el efecto de anticuerpos FGFR3 en la interaccidn FGF/FGFR3, se
capturaron proteinas quiméricas FGFR3-Fc en una placa Maxisorp revestida con un
anticuerpo especifico del fragmento Fcy de inmunoglobulina antihumana (Jackson
Immunoresearch, West Grove, PA}. Después del lavado, se agregaron cantidades
crecientes del anticuerpo FGFR3 a la placa y se la incubd por espacio de 30 minutos.
A continuacion, se agregé FGF1 o FGF9 y heparina para la incubacién a TA por
gspacic de 2 horas. Se lavaron las placas y se las incubé durante 1 hora con
anticuerpo policlonal biotinilado especifico de FGF1 (BAF232) o anticuerpo FGF9
biotinitado (BAF273, R&D Systems), y luego se procedié a la deteccion con
estreptavidina—HRP y TMB.

Generacién de células estables Ba/F3-FGFR3

Se clon6é ADNc que codifica FGFR3 lllb o lilc humano de cadena completa en el
vector pQCXIP (Clontech Laboratories, Mountain View, CA) para generar pQCXIP-
FGFR3-IIb o llle. Se introdujeron mutaciones especificas, es decir, R248C, §249C,

N
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G372C, Y375C y K652E, en el ADNc por medio de QuickChange (Stratagene, La Jolla,
CA). Para generar células estables Ba/F3 que expresaban el FGFR3 de tipo salvaje o
mutante, se cotransfectaron diversas construcciones pQCXIP-FGFR3 en las células
de empaque GP2-293 con plasmido VSV-G (Clontech Laboratories). Después de la
seleccidén con 2 pg/ml de puromicina durante dos semanas, se tifieron las células que
expresaban FGFR3 de tipo salvaje o mutante con FGFR3 mAb antihumano conjugado
a Ficoeritrina (FAB766P, R&D Systems) y se las selecciond por medio de clasificacién
celular activada por fluorescencia (FACS) para los ensayos funcionales. Para el
analisis de proliferacion celular en una placa microtituladora de 96 pocillos, se utilizd la
siguiente densidad celular: En el caso de las células que expresaban FGFR3-lib y
FGFR3-K652E de tipo salvaje: 5.000 celulas/pocillo; en el resto: 10.000
celulas/pocillo. Se sembraron las células en medio RPMI 1640 suplementado con
suero fetal bovino al 10%, 10 ng/ml de FGF1 mas 10 ug/ml de heparina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MQO). Se agregd R3Mab en la concentracidn indicada y se
adicionaron anticuerpo FGFR3 por hibridoma a razén de 2000 a 0,49 ng/ml (en
diluciones en serie a cuatro veces) en el experimento con FGFR3-lllb y 5000 a 1.2
ng/ml (en diluciones en serie a cuatro veces) en el experimento con FGFR3-lllc.
Después de 72 horas de incubacidén, se evaludé la viabilidad de las celulas con
CellTiter-Glo (Promega, Madison, WI).

Ensayo de Proliferacion Celular

En el caso de los ensayos de proliferacion correspondientes a las células
RT112, RT4 y TCC-97-7, se sembraron 3000 células /pocillo en una placa
microtituladora de 96 pocillos y se las dejé adherirse de un dia para otro. A
continuacién se reemplazé el medio con medio con bajo contenido de suero (0,5% de
FBS) con control o R3Mab en las concentraciones indicadas. Al cabo de 4 dias de
incubacion, se agregdé 1uCi de [Metil->H] timidina (PerkinElmer, Waltham, MA) a cada
pocillo y se lo incubd durante 1 horas mas. Se transfirieron las células a filtros
UniFilters utilizando una Cosechadora Packard Filtermate y se incorpord [PH]-timidina
en el ADN gendmico de las células en cultivo utilizando TopCount (PerkinElmer). En
algunos casos, se evaluo la viabilidad de las celulas con CellTiter-Glo (Promega)
después de la incubacion con los anticuerpos durante 4 dias. Se presentaron los

valores en términos de +/~ SE de cuadrupletes.

Ensayo de cultivo de los clones

Yo
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Se evalud el efecto de R3Mab sobre la clonogenicidad celular siguiendo un
protocolo antes descripto (50). En pocas palabras, se sembraron 400 Celulas UMUC-
14 en una placa de 6 pocillos en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal
bovino para permitir la adhesion de un dia para otro. A continuacion se agregé R3Mab
0 anticuerpo control en 0,1% de medio BSA hasta obtener una concentracion final de
10 pg/ml. Se utilizé cada volumen igual de medio BSA al 0,1% solo (Simulado) como
control adicional. Se incubaron las células durante aproximadamente 12 dias hasta que
las células de |los grupos control formaran grandes colonias. Se colorearon las colonias
con violeta cristal con 0,5% y se cuantifico el numero y tamario de colonias utilizando
GelCount (Oxford, UK). Se presenté el numero de colonias con un tamafio superior a

120 um de diametro en términos de media +/— SEM (n=12).
Analisis de Inmunoprecipitacion e inmunotransferencia

Para estudiar el efecto de anticuerpos sobre la sefializacion del FGFR3, Se
privo a las células en medio libre de suero de un dia para otro antes del comienzo del
tratamiento. Las células fueron incubadas con anticuerpos diluidos en BSA al 0,1%
(p/v), medio RPMI 1640, o con medio de BSA al 0,1% solo (Simulado). Al cabo de 3
horas a 37°C, se agregd FGF1 (concentracién final de 15 ng/ml) y heparina
(concentracion final de 5-10 pg/ml) a la mitad de las muestras. Como controles, se
agregd un volumen similar de heparina sola a la otra mitad de las muestras. Se
continud la incubacién durante 10 min. Se retiraron los sobrenadantes por aspiracion y
se lavaron las células con PBS helado, luego se las sometié a lisis en buffer RIPA
(Upstate, Charlottesville, VA) suplementado con ortovanadato de sodio 1 mM y cocktail
de inhibidores de la proteasa Complete (Roche Applied Science, Indianapolis, IN). Se
separaron los materiales insolubles de los lisados por centrifugacion.

Se inmunoprecipitd el FGFR3 empleando un anticuerpc policlonal de conejo
(sc—123, Santa Cruz Biotechnolegy, Santa Cruz, CA) y se lo analizé por electroforesis
en gel de dodecil-poliacrilamida de sodio (SDS-PAGE) y Western blot. Se evalud el
FGFR3 fosforilado con un anticuerpo monoclonal contra fosfo-tirosina (4G10,
Upstate). Se sonded el FGFR3 total con un anticuerpo monoclonal contra FGFR3 (sc—
13121, Santa Cruz Biotechnology). Se analizé por sonda la fosforilacién y activacion
de la sefializacion de la via del FGFR3 utilizando los siguientes anticuerpos: se obtuvo
anti-FGFRY®*¥®  anti-FRS20."'%, anti-fosfo-pd4/42 MAPK'™2%V2%  anti-pd4/42
MAPK total y anti-AKT®*"® de Cell Signaling Technology (Danvers, MA} y se adquirié
anti—FRS2a total (sc-8318) a Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Se
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visualizaron las transferencias utilizando sustrato quimioluminiscente (ECL Plus,
Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ).

Maped de epitopes de los Anticuerpos

Para determinar el epitope de R3Mab, se sintetizaron 13 péptidos traslapados,
cada uno de ellos de 15 aminoacidos de longitud, para cubrir el dominio extracelular
del FGFR3 humanos desde los residuos 138 a 310. Se biotinilaron los péptidos en el
término C en placas con estreptavidina (Pierce, Rockford, IL) de un dia para otro.
Después del bloqueo con PBS/ BSA al 3%, se incubaron fas placas con R3Mab y se (o
detectd utilizando una IgG antihumana conjugada a HRP (Jackson Immunoresearch) y
el sustrato cromogénico TMB peroxidasa (KPL, Gaithersburg, MD).

Se analizaron anticuerpos de hibridoma FGFR3 antihumanos de ratén 1G8,
6G1y 15B2 en el ensayo ELISA a fin de identificar sus epitopes de unién. 1G6, 6G1y
15B2 se unen al FGFR3 humano IgD2-IgD3 (ambas isoformas IlIb y lii¢), en tanto que
5B8 sdlo se une a [gD2-1gD3 del FGFR3-ilIb humano. En un ensayo de competencia,
1G6, 6G1 y 15B2 compitieron entre si para unirse al FGFR3 humano, lo que sugirié
que 1G6, 6G1 y 15B2 tienen epitopes traslapados. Ninguno de los anticuerpos de
hibridoma compitid con el anticuerpo de fago 184.6, lo que indicé que los anticuerpos
de hibridoma tienen uno o mas epitopes diferenciados de 184.6.

Preparation and molecular cloning of mouse anticuerpos anti-FGFR3 1G6, 6G1 y
15B2

Se inmunizaron ratones BALB/c 12 veces con 2,0 ug de quimeras FGFR3-lllb
(rhFGFR3 (llIB)/Fc, de R&D Systems, # de catalogo 1264-FR, lote # CYH025011, o
con 2,0 yg de quimeras FGFR3-llic (thFGFR3 (llic)/Fc, de R&D Systems, # de
catalogo 766-FR, lote # CWZ055041, resuspendido en adyuvante lipido de
monofosforilo A/ /ftrehalosa dicorinomicolato (Corixa, Hamilton, MT) en cada
almohadilla plantar dos veces por semana. Tres dias después del refuerzo final, se
fusionaron los nédulos linfaticos con la linea celular de mieloma de ratdn
P3X63Ag.U.1, por electrofusion (Hybrimune, Cyto Pulse Sciences, Glen Burnie,
Maryland). Se seleccionaron las células fusionadas de hibridoma del nédulo popliteo o
celulas de mieloma no fusionadas utilizando seccién con hipoxantina—aminopterina—
timidina (HAT) en Medio D del kit de seleccién de hibridoma ClonaCell® (StemCell
Technologies, Inc., Vancouver, BC, Canadd). En un principio se analizaron los
sobrenadantes del cultivo para determinar su capacidad para unirse a FGFR3-lllb y

FGFR3-lllc por ELISA y seguidamente se analizaron los hibridomas de interés para
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determinar su capacidad para la tincion por FACS en células transfectadas FGFR3-llib
Ba/F y Ba/F control, como asi también la actividad del bloqueo del anticuerpo. A

continuacién se ¢lonaron los hibridomas seleccionados limitando la dilucion.

Se extrajo ARN total de las células de hibridoma produciendo el anticuerpo
monoclonal FGFRIIl anti humano 1G6 y 15B2, utilizando el Mini Kit RNeasy (Qiagen,
Alemania). Se amplificaron los dominios variable liviano (VL) y variable pesado (VH)

utilizando RT-PCR con los siguientes cebadores degenerados:

1G6:

Directo de cadena liviana (LC): 5'-
GTCAGATATCGTKCTSACMCARTCTCCWGC-3' (SEC ID NO: 195)

Directo de cadena pesada (HC):

5'-GATCGACGTACGCTGAGATCCARYTGCARCARTCTGG-3' (SEC ID NO:
196)

6G1:

Directo de cadena liviana (LC): 5-GTCAGATATCGTGCTGACMCARTCTCC-3'
(SEC ID NO: 197)

Directo de cadena pesada (HC): 5'—
GATCGACGTACGCTGAGATCCARYTGCARCARTCTGG-3' (SEC ID NO: 198)

15B2:

Directo de cadena liviana (LC): 5—-GTACGATATCCAGATGACMCARTCTCC-3’
(SEC D NO: 199)

Directo de cadena pesada (HC): 5'~
GATCGACGTACGCTGAGATCCARYTGCARCARTCTGG-3' (SEC ID NO: 200)

Los cebadores inversos de Cadena liviana y Cadena pesada para los tres

clones fueron los siguientes:

Inverso de cadena liviana: 5'-TTTDAKYTCCAGCTTGGTACC-3' (SEC ID NO:
201)

Inverso de cadena pesada: 5—
ACAGTGGGCCCTTGGTGGAGGCTGMRGAGACDGTGASHRDRGT-3’ (SEC ID NO:
202).

Los cebadores directos eran especificos para la secuencia de aminoacidos N—

terminal de las regiones VL y VH. Los cebadores inversos LC y HC fueron disefiados
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para reasociarse a una region en el dominio constante liviano (CL) y el dominio
constante pesado 1 (CH1), respectivamente, que estan altamente conservados en

toda la especie.

Se clonod el VL amplificado en un vector de expresion en células de mamifero
pPRK (Shields et al, (2000) J. Biol. Chem. 276:659) que contenia el dominio constante
kappa humano. Se insert6é el VH amplificado en un vector de expresién en células de
mamifero que codificaba el dominio constante de IgG1 humana de longitud total. Se
determinaron las secuencias de cadena pesada y liviana utilizando métodos

convencionales,

Cristalizacién, determinacion de estructura y refinacion

Se clondé el FGFR3-lIIb ECD humano (residuos 143-374) en el vector
pAcGPE7A (BD Bioscience, San José, CA), producido en células T.ni Pro y se lo
purificé empleando una columna Ni-NTA seguida por cromatografia de exclusion por
tamafio. Se expreso el Fab R3Mab Fab en E.coli y se lo purificé sucesivamente en una
columna de afinidad de proteina G, una columna SP sepharose y una columna
Superdex 75. Se genero el complejo Fab—FGFR3 incubando el Fab con un exceso del
ECD de FGFR3 ECD y a continuacion se desglicosild el complejo y se lo purificé en una
columna de clasificacién de tamarios Superdex—-200 en TrisCl pH 7,5 20 mM y buffer
de NaCl 200 mM. Se agruparon las fracciones que contenian el complejo y se las
concentro a 20 mg/ml y se las utilizé en los ensayos de cristalizacion. Los cristales
empleados en la determinacion de las estructuras fueron cultivados a 4°C de la
siguiente condicion: cacodilato de sodio 0,1 M pH 6,5, MPD al 40% y PEG8000 al 5%
utilizando el método de difusién de vapor. Se procesaron los datos utilizando HKL2000
y Scalepack (56). Se resolvio la estructura con el reemplazo molecular utilizando el
programa Phaser (57) y las coordenadas de 1RY3 (FGFR3) y 1N8Z (fragmento Fab).
Se completd el modelo empleando el programa Coot (58) y se refind la estructura a
R/Rsin de 20,4%/24,3% con el programa Refmac (59). Se depositaron las coordenadas
y los factores estructurales en el Protein Data Bank con el cédigo de acceso 3GRW y
también han sido descriptos en USSN 61/163,222, presentada el 25 de marzo de
2009, el contenido de la cual se incorpora a la presente como referencia.

Ensayo de ADCC
Se aislaron BMCs humanas por centrifugacion por gradiente de Ficoll de sangre

heparinizada y se midié la ADCC utilizando las lineas celulares de mieloma multiple
OPM2 o KMS11 o las lineas celulares de cancer de vejiga RT112 o UMUC-14 como

MO
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objetivo y PBMCs como células efectoras a una relacién de objetivo : efectoras 1:100.
Se trataron las células objetivo (10.000 células/pocillo) con R3Mab o con IgG1 control
humana por espacio de 4 horas a 37°C. Se determino la citotoxicidad midiendo la
liberacion de LDH empleando el Ensayo de Integridad de Membrana Homogénea
CytoTox—ONE siguiendo las instrucciones del fabricante (Promega, Madison, WI). Los
resultados se expresan en términos de porcentaje de citdlisis especifica utilizando la
formula:  Citotoxicidad (%) = [(Lisis experimental — lisis espontanea experimental)/
(Lisis maxima objetivo — lisis espontanea objetivo)] x 100, donde ia lisis esponténea es
la citdlisis no especifica en ausencia del anticuerpo y la lisis maxima objetivo es
inducida por Triton X—100 al 1%.

Resultados

Inducible ARNsh knockdown of FGFR3 attenuates cancer de vejiga growth in
vivo

Como preliminar para evaluar la importancia del FGFR3 para el desarrollo de
tumores vesicales in vivo, examinamos el efecto de la reduccién de la actividad de
FGFR3 in vitro. Varios pequefios ARN pequeios de interferencia (si) de FGFR3
regularon a menos con eficacia el FGFR3 en las lineas celulares de cancer de vejiga
que expresaban el FGFR3 WT (tipo salvaje) (RT112, RT4, SW780) o mutante (UMUC-
14, mutacion S249C). La reduccién de actividad de FGFR3 en las cuatro lineas
celulares suprimieron acentuadamente la proliferacién en cultivo (Figura 15). A
continuacién, generamos lineas celulares RT112 estables que expresaban ARNsh de
FGFR3 inducible con doxiciclina. La inducciébn de tres ARNsh de FGFR3
independientes por doxiciclina disminuyé la expresion de FGFR3, en tanto que la
induccion de un ARNsh control que tomaba como objetivo el EGFP no tuvo efecto
alguno (Figura 7A). En ausencia de FGF exdgeno, el tratamiento con doxiciclina
redujo la incorporacién de [*H]-timidina por las células que expresaban diferentes
ARNsh de FGFR3, pero no el ARNsh control (Figura 7B), confirmando que la
reduccion de la actividad de FGFR3 inhibe la proliferacion. El analisis adicional de las
células RT112 con desarrollo exponencial revelé que la reduccion de la actividad de
FGFR3 durante un tratamiento de 72 h con doxiciclina redujo pronunciada vy
especificamente el porcentaje de células en las fases S y G2 del ciclo celular, con un
consiguiente aumento de células en la fase G1 (Figura 7C). Se observd un efecto
similar con dos ARNsh de FGFR3 mas (Figura 16A). No se detectaron numeros

gbl
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significativos de celulas con un contenido de ADN sub—diploide, lo que sugirié que no
habia cambios de niveles de apoptosis. Por ende, el efecto inhibitorio de la reduccién
de la actividad de FGFR3 sobre la proliferacion de células RT112 se debe

principalmente a la atenuacién del progreso del ciclo celular.

A continuacién evaluamos el efecto de la reduccién de la activacién de FGFR3
sobre el crecimiento de xenoinjertos de tumores RT112 preestablecidos en ratones.
La reduccion de la actividad de FGFR3 suprimi6é sustancial y especificamente el
desarrollo de tumores (Figura 7D, paneles superiores y Figura 16B). El analisis de las
muestras de tumores el dia 45 confirmé la Reducciéon de la actividad efectiva del
FGFR3 tras la induccién de ARNsh de FGFR3 con doxiciclina en comparacién con
ARNsh control (Figura 7D, paneles inferiores). Estos resultados demuestran que el
FGFR3 es de crucial importancia tanto in vitro como in vivo para el desarrollo de las
células de cancer de vejiga RT112.

Generacion de un anticuerpo monoclonal blogueante anti—-FGFR3

Para estudiar mas a fondo la importancia del FGFR3 en el desarrollo de
tumores y explorar el potencial de este receptor como objetivo terapéutico,
desarrollamos un anticuerpo monoclonal anti-FGFR3 antagonista (denominado
R3Mab} usando una estrategia de exhibicién de fagos. Seleccionamos este anticuerpo
especifico basandonos en su capacidad para bloguear tanto la union al ligando como
la dimerizacion por FGFR3 y su singular capacidad para inhibir no sélo el FGFR3 WT
sino también los mutantes mas prevalentes asociados al cancer de este receptor (ver a
continuacién). R3Mab se dirige a los dominios extracelulares IgD2 y IgD3 de FGFR3,
que son necesarios y suficientes para la uniéon a FGF (4). R3Mab se unié tanto a la
isoforma lilb como llic del FGFR3 humano, aunque no exhibié union detectable a
FGFR1, FGFR2 o FGFR4 (Figura 8A). El analisis Biacore indicd que R3Mab tenia una
afinidad evidente similar por el FGFR3-Ilic murino, de mono cinomolgo y humano (no
se ilustran datos). En la Tabla 2 se ilustra la afinidad de R3Mab por el FGFR3

humano.
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Tabla 2. Afinidad de R3Mab por el FGFR3 humano determinado por analisis
BlAcore.

ECD FGFR3 Mab R3 capturado en chips
humano
kon/(1/Ms) koff(1/s) Kd{iv)
[l 1.80E+06 2.00E-04 1.11E-10
llie 9.10E+04 J.20E-D4 3.52E-09

A continuacién evaluamos la capacidad de R3Mab para bloguear la unién de
FGFR3 a FGF1 y FGF9. R3Mab inhibié potentemente la unié de FGF1 a FGFR3-llb
y —lilc, con concentracicnes inhibitorias medias—maximas (Clsg) de 0,3 nM y 1,7 nM,
respectivamente (Figura 8B,C). Del mismo modo, R3Mab bloqueo eficientemente la
union de FGF9 a FGFR3-lllb y -lllc, con una Clsp de 1,1 nM y 1,3 nM,
respectivamente (Figura 8D,E).

R3Mab inhibe el FGFR3 WT y sus variantes mutantes mas prevalentes

asociados con el cancer

Para estudiar si R3Mab inhibia la proliferacion celular impulsada por el FGFR3
WT o mutante, aprovechamos la observacién de que la expresion de FGFR3 ectopica
en células murinas pro-B Ba/F3 confiere proliferacién y sobrevida independiente de
interleuquina (IL)-3, dependiente de FGF1 (29). En ausencia de FGF1 e IL-3, las
células Ba/F3 que expresaban de manera estable el FGFR3 WT no eran viables, en
tanto que FGF1 potencié considerablemente su proliferacion (Figura 9A). R3Mab
bloqued especificamente la proliferacion de las células Ba/F3—-FGFR3 estimulada por
FGF1 en forma dependiente de la dosis (Figura 9A). A continuacion evaluamos el
impacto de R3Mab sobre la Sefializacion del FGFR3 en estas células. FGF1 indujo la
fosforilacion y activacién de FGFRS3 y la activacién concomitante de p44/42 MAPK, en

tanto que R3Mab suprimié con eficacia ta activacién de ambas moléculas (Figura 9B).

En el cancer de vejiga, activacién somatica de las mutaciones en el cimulo
FGFR3 dentro de la region ligante entre 1gD2 y IgD3, el dominio extracelular
yuxtamembrana o el dominio de quinasa (Figura 8C). Las sustituciones extracelulares
de sentido erréneo con mucha frecuencia dan origen a una cisteina no apareada, lo
que lleva a la dimerizacién de FGFR3J independiente de ligandos. Estas mutaciones

causan niveles acentuadamente diferentes de activacion constitutiva de FGFR3,

770
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posiblemente debido al impacto diferencial sobre la orientacién del dominio
citoplasmico de quinasa (30, 31). Las mutaciocnes mas frecuentes son S249C, Y375C,
R248C, G372C y K852E, que, juntas, constituyen el 98% de todas las mutaciones de
FGFR3 en el cancer de vejiga (32). Formulamos el razonamiento de que un agente
terapéutico éptimo deberia bloquear no sdlo la proteina FGFR3 WT, que se
sobreexpresa en ciertos canceres, sino también los mutantes de FGFR3 mas
prevalentes asociados a tumores. Para evaluar mas afondo el R3Mab, generamos
lineas celulares Ba/F3 que expresaban de manera estable cada una de las cinco
variantes FGFR3 mutantes mas comunes. Todas las mutantes se expresaron en
niveles similares en la superficie celular y las mutantes de cisteina se dimerizaron
espontaneamente sin el ligando (no se ilustran datos). Las lineas celulares que
expresaban diferentes mutantes de cisteina exhibieron una respuesta de crecimiento
variable al FGF1, coincidiendo con los hallazgos anteriores (30, 31). Como ya se
informara (33), las células que expresaban FGFR3%"%*¥C exhibieron proliferacién
constitutiva, independiente del ligando y no respondian a FGF 1 (Figura 9D). Del mismo

modo, la mutacién mas frecuente, FGFR3524%¢

, confirio proliferacion independiente del
ligando (Figura 9E). Notablemente, R3Mab suprimi¢ la proliferacion constitutiva
impulsada por cualquiera de estos mutantes (Figura 9 D,E). Las células que
expresaban las mutaciones de dominio yuxtamembrana FGFR3%7%° (Figura 9F) o
FGFR3Y¥"°¢ (Figura 9G) requirieron FGF1 para la proliferacién y su crecimiento fue
bloqueado por completo por R3Mab. Las células que expresaban FGFR3%®%%
exhibieron deébil proliferacién independiente del ligando y significativo desarrollo en
respuesta al FGF1 (33). R3Mab no afecto la pobre actividad basal de FGFR3%®%% (no
se ilustran datos), aunque casi abolié la proliferacion inducida por el ligando mediada
por este mutante (Figura 9H). Por ende, R3Mab tiene una singular capacidad para
inhibir tanto el FGFR3 WT como los mutantes prevalentes asociados con el cancer.

Mas aun, R3Mab no exhibi6 actividad agonista detectable.

En un esfuerzo independiente, generamos y caracterizamos multiples
anticuerpos de hibridoma FGFR3 anti-humanos de ratén. Ninguno de estos
anticuerpos de hibridoma pudo inhibir todos los mutantes de FGFR3 ligados al cancer
que analizamos (Figura 17), ni tampoco compartieron sus epitopes traslapados con
R3Mab.

Mas aun, la totalidad de los anticuerpos de hibridoma exhibieron actividad
agonista, estimulando potentemente |a proliferacién de mutantes de FGFR3 ligados al
cancer R248C y S249C y exhibieron cierta estimulacion de la proliferacion de los
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mutantes Y375C y G370C.
diferenciales de antagonismo y agonismo, dependiendo del mutante de FGFR3

Los anticuerpos de hibridoma exhibieron niveles

analizado, a saber:

1G6

6G1

1582

FGFR3-IlIb tipo salvaje

inhibicion

inhibicion

inhibicidon

FGFR3-illb R248C

2X estimulacion

4-5X estimulacion

3-4X estimulacion

FGFR3-11bS248C

2X estimulacioén

4-5X estimulacion

4-5X estimulacion

FGFR3-lb Y375C

1,2—1,5X estimulacion

1,2-1,5X estimulacié

1,2-1,5X estimulacién

FGFR3-1Ib K652E

50% de inhibicién

60-70% de inhibicior

inhibicién

FGFR3-lllc

inhibicidn

inhibicion

inhibicién

FGFR3-lllc G370C

Ningun efecto

20-30% de inhibicion

10-2-% de inhibicién

Por consiguiente, los anticuerpos de hibridoma exhibieron un efecto diferencial
imprevisible sobre la proliferacién celular de ias células Ba/F3 impulsada por diversos

mutantes de FGFR3.
Caracterizacién de anticuerpos de hibridoma FGFR3 anti-humanos de ratén

Los anticuerpos de hibridoma FGFR3 anti-humanos de ratdn fueron

caracterizados a su vez de la siguiente manera:

(1) En un ensayo para evaluar la capacidad de los anticuerpos de hibridoma
murino anti-FGFR3 para inhibir la unién de FGF1 a las isoformas humanas FGFR3-
ilIb y llic, ios anticuerpos 1G6, 6G1 y 15B2 pudieron bloquear la unién de FGF1 a las
isoformas humanas FGFR3-lllb y llic en forma dependiente de la dosis. Cuando se
realizaron analisis en todo un rango de concentraciones del anticuerpo de
aproximadamente 2000 a 0,49 ng/ml, los anticuerpos 1G6, 6G1 y 15B2 bloquearon la
union de FGF1 a FGFR3-IlIb con valores de CI50 de 0,69, 0,87 y 0,72 nM. Cuando se
los analiz6 en todo un rango de concentraciones del anticuerpo de aproximadamente
5000 a 1,2 ng/ml, los anticuerpos 1G6, 6G1 y 15B2 bloguearon la union de FGF1 a
FGFR3-llic con valores de CI50 de 0,57, 3,4 y 0,7 nM, respectivamente.

(2) En un ensayo para evaluar la capacidad de los anticuerpos de hibridoma
murino anti-FGFR3 para inhibir la unién de FGF9 a las isoformas humanas FGFR3~
llIb y llic, los anticuerpos 1G6, 6G1 y 15B2 bloquearon eficientemente la unién de

FGF1 a las isoformas humanas FGFR3-Ib y llic en forma dependiente de la dosis.
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Cuando se realizaron analisis en todo un rango de concentraciones del anticuerpo de
aproximadamente 2000 a 0,49 ng/m, los anticuerpos 1G6, 6G1 y 15B2 bloguearon la
union de FGF9 a FGFR3-lib con valores de CI50 de 0,13, 0,16 y 0,07 nM,
respectivamente. Cuando se realizaron andlisis en todo un rango de concentraciones
del anticuerpo de aproximadamente 5000 a 1.2 ng/ml, los anticuerpos 1G6, 6G1 y
15B2 bloquearon la unidn de FGF9 a FGFR3-lllc con valores de C150 de 0,13, 0,11y
0,07 nM, respectivamente.

(3) Se determiné la afinidad de unién de los anticuerpos de hibridoma murino
anti-FGFR3 de longitud total 1G6, 6G1 and 15B2 empleando el andlisis Biacore. Los
resultados de este analisis estan expuestos en la Tabla 3.

Tabla 3.
Anticuerpo FGFR3-IIIB FGFR3-IIIC
kon (10°M~'s™) koff (107*s™") Kd (i kon (10°M™*s™) koff (10~*s™") Kd (nM)

1G6 migG 2,2 3.1 1.4 2,2 2,8 1,3
6G1 mlgG 2,7 3,8 1,4 2,6 3,2 1,2
1582 migG 41 29 7,1 3,5 39 11,1

(4) En un ensayo para evaluar la capacidad de los anticuerpos de hibridoma
murino anti-FGFR3 para inhibir la proliferacién de células Ba/F3 impulsadas por los
anticuerpos humanos FGFR3-llIb o lllc, 1G6, 6G1 y 15B2 pudieron bloquear la
proliferacion de las células Ba/F3 impulsada por el FGFR3-IlIb o llic humano en forma
dependiente de la dosis. Cuando se realizaron analisis en todo un rango de
concentraciones del anticuerpo de aproximadamente 0,01 a 100 ug/m|, los anticuerpos
1G6, 6G1 y 15B2 bloquearon I[a proliferacién de las células Ba/F3 impulsada por
FGFR3-lllb con valores de CI50 de 3-5 nM, 3 nM y 6-8 nM, respectivamente y
bloquearon la proliferacion de las células Ba/F3 impulsada por FGFR3-llic con
valores de CI50 de 10-35 nM, 24 nM y 60 nM, respectivamente.

(5) En un ensayo para evaluar la capacidad de los anticuerpos de hibridoma
murino anti-FGFR3 para inhibir la senfalizacion inducida por FGF1 en las células
Ba/F3 que expresan el FGFR3-lllb humano, los anticuerpos 1G6, 6G1 y 15B2
pudieron blogquear la sefalizacion inducida por FGF1 en las células Ba/F3 que
expresan el FGFR3-lIlb humano en forma dependiente de la dosis cuando se los
analizd en todo un rango de concentraciones del anticuerpo de aproximadamente 0,25
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a 6,75 ug/ml. Se utilizaron 25 ng/ml de FGF1 en este experimento. En ausencia de
FGF1, el tratamiento con anticuerpos no tuvo efecto alguno sobre la activacion del
FGFR3.

(6) En un ensayo para evaluar la capacidad de los anticuerpos de hibridoma
murino anti-FGFR3 para inhibir la sefalizacién inducida por FGF1 en las células
Ba/F3 que expresan FGFR3-llic humano, los anticuerpos 1G6, 6G1 y 15B2 pudieron
bloquear la sefializacién inducida por FGF1 en las células Ba/F3 que expresan el
FGFR3-lllc humano en forma dependiente de la dosis cuando se los analizé en todo
un rango de concentraciones del anticuerpo de aproximadamente 0,25 a 6,75 ug/ml.
En este experimento se utilizaron 25 ng/ml de FGF1. En ausencia de FGF1, el
tratamiento con anticuerpos no tuvo efecto alguno sobre la activacion del FGFR3.

Base estructural para la interaccion de R3Mab con FGFR3

Para obtener cierto grado de conocimiento sobre el modo de interaccion de los
R3Mab con el FGFR3, sintetizamos una serie de 13 peptidos traslapados que
abarcaban las regiones de FGFR3-lllb IgD2 y D3 y se los analizd para determinar su
unién a R3Mab. Los péptidos 3 (residucs 164—178) y 11 (residuos 269-283) exhibieron
union especifica a R3Mab, entre los cuales el péptido 3 tuvo una interaccién mas
potente (Figura 10A), indicando que las regiones correspondientes de FGFR3 son
esenciales para el reconocimiento por R3Mab. Los estudios cristalograficos anteriores
de FGFR1 en complejo con FGF2 identificaron residuos criticos del receptor
implicados en la union directa a FGF y heparina, como asi también la dimerizacién del
receptor (34). El alineamiento de los péptidos de FGFR3 3 y 11 con los sitios
funcionalmente importantes del FGFR1 reveld que estos péptidos abarcan los
correspondientes residuos FGFR1 esenciales para la unién directa a FGF2, la
dimerizacion del receptor, como asi también la interaccion con heparina (Figura 10B).
Estos datos indican que el epitope de R3Mab en FGFR3 se traslapa con los residuos
del receptor dedicados a la asociacion de ligandos y a la interaccién receptor-receptor.

A continuacién cristalizamos el complejo entre el fragmento Fab de R3Mab y la
region extraceluiar 1gD2-D3 del FGFR3-1llb humano y determinamos la estructura de
rayos X a una resolucion de 2,1A (Figura 10 C, D; Tabla 4). En este complejo,
aproximadamente 1400 A2 y 1500 A2 de las &reas superficiales accesibles al solvente
estan embutidas en el FGFR3 y el Fab, respectivamente. Aproximadamente 80% de la
superficie embutida incluye IgD2, en tanto que el resto constituye el ligante y las
regiones lgD3. En el lado del Fab del complejo, aproximadamente 40% de la interfaz
embutida abarca la region determinante de la complementariedad (CDR)-H3, 20% de
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CDR-H2, 20% de CDR-L2 y las contribuciones menores son de otras CDRs vy
residuos marco. Notablemente, los aminoacidos (AAs) de CDR-H3 forman dos
cadenas B, que extienden la Iamina p de IgD2 (Figura 10D). El Fab interactia con los
AAs que constituyen el sitio de unién a FGF de FGFR3, como asi también residuos
que forman la interfaz de dimerizacién del receptor, como se identificar anteriormente
en diversos complejos diméricos FGF:FGFR (por ej., el cédigo de PDB 1CVS, (34); vy
la Figura 10C, las areas en gris/sombreado cuadriculado y gris oscuro). Las interfaces
de interaccion identificadas pro cristalografia coincidieron totalmente con los datos
basados en peéptidos (Figura 18 A, B). Juntos, estos resultados revelan la manera en
que R3Mab inhibe la unidn al ligando y sugieren ademas que la union de R3Mab a
FGFR3 puede prevenir la dimerizacién del receptor. Los aminoacidos de FGFR3 que
entran en contacto con R3Mab estan expuestos en la Tabia 5. Las coordenadas
cristalograficas correspondientes a esta estructura estan depositados en el Protein
Data Bank (Banco de Datos de Proteinas) con el codigo de acceso 3GRW.

Tabla 4: Resumen del analisis cristalografico

Recoleccion de datos FGFR3-llIb: R3Mab Fab

Grupo espaciai P2,2424

Parametros de las células a=58,5, b=99,3,c=143,7
Resolucion (A) 25-2.1

Rsym"‘ 0,098 (0,663)°

Numero de 288498

observaciones

Reflexiones (nicas 49851

Grado de completud (%) 99,9 (100,0)°

Refinacion
Resolucion (A) 20-2.1
Numero de reflexiones 46714
c
R Final, Rjibre (F>0) 0,187, 0,224

Ndamero de atomos no-H 56270
Nimero de aminoacidos 650

Sulfato 1
Azucar 1
Atomos de solvente 274
Enlaces Rmsd (A) 0,011

Angulos Rmsd (°) 1.4

8
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a
Rsym = Z|l-<I>[ / £ I. <I> es la intensidad promedio de las observaciones

relacionadas con la simetria de una reflexidon Unica.

b
Los numeros entre paréntesis se refieren a la capa de mayor resolucion.

c
R = Z|Fo—F¢| / ZFo. Rfree se calcula como R, aunque 5 % de las reflexiones

estan excluidas de toda refinacion.

Tabla 5: Residuos de FGFR3 que estan en contacto con R3Mab

Superficie embutida en el residuo de los residuos en la interfaz

THR 154 0.10
ARG 155 16.50
ARG 158 105.40
MET 159 6.00
LYS 161 52.50
LYS 162 1.70
LEU 163 12.30
LEU 164 55.10
ALA 165 10.10
VAL 166 10.60
PRO 167 45.50
ALA 168 22.60
ALA 169 63.60
ASN 170 75.40
THR 171 83.00
VAL 1721.70
ARG 173 91.70
PHE 174 1.50
ARG 175 85.60
PRO 177 15.90
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GLY 202 2.10
LYS 205 63.40
ARG 207 67.60
GLN 210 31.60
SER 212 0.40
VAL 214 26.40
GLU 216 48.90
SER 217 1.80
TYR 241 15.90
LEU 246 3.10
GLU 247 1.80
ARG 248 46.90
TYR 278 32.20
SER 279 1.80
ASP 280 19.80
ALA 281 3.00
GLN 282 24.80
PRO 283 0.50
SER 314 1.20
GLU 315 82.60
SER 316 33.20
VAL 317 56.60
GLU 318 51.50

Comparamos la estructura R3Mab-FGFR3 con una estructura publicada
anteriormente de FGFR3-lllc en complejo con FGF1 (4, 35) (Figura 10E, 10F). La
superposicion de los complejos anticuerpo-receptor y ligando-receptor revelé que no
hay diferencias de conformacion importantes dentro de los dominios individuales del
receptor, excepto en la region que distingue a FGFR3-lllc de FGFR3-lllb; Sin
embargo, la orientacién de IgD3 con respecto a IgD2 fue drasticamente diferente

&
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(Figura 10E, blanco y gris; Figura 10F, blanco y gris—malla). Dado que las posiciones
relativas de IgD2 e IgD3 son criticas para la unién al ligando, la conformacion
alternativa adoptada por IgD3 tras la union a R3Mab puede otorgar un mecanismo

adicional para impedir la interaccion del ligando con FGFR3.
R3Mab inhibe El FGFR3 endégeno WT y mutante en las células de cancer de vejiga

Para evaluar si R3Mab podia suprimir la funcion del FGFR3 en las células de
cancer de vejiga, examinamos en primer lugar las lineas celulares RT112 y RT4, que
expresan FGFR3 WT. R3Mab inhibié con potencia la incorporacién de [PH]-timidina
por las células RT112 (Figura 11A) y ejercié una supresién significativa, aunque mas
moderada, de la proliferacién de células RT4 (Figura 19A). Para investigar el efecto de
R3Mab sobre la activacién del FGFR3, examinamos la fosforilacidn del FGFR3 en
celulas RT112. Coincidiendo con los resultados en células Ba/F3-FGFR3 (Figura 9B),
R3Mab atenud acentuadamente la fosforilacion del FGFR3 inducida por FGF1 (Figura
11B). A continuacién examinamos la fosforilacidn de FRS2a, AKT y p44/42 MAPK,
tres mediadores secuencia debajo de la senalizacion del FGFR3. FGF1 activd
potentemente estas moléculas en las células RT112, en tanto que R3Mab disminuyo
significativamente esta activacion (Figura 11B). Del mismo modo, R3Mab suprimio la
fosforilacidn inducida por FGF1 de FGFR3 y MAPK en las células RT4 (Figura 19B).

A continuacion investigamos si R3Mab podia inhibir la activacion de FGFR3
mutante enddgeno en células de cancer de vejiga humano. S249C es la mutacién
mas frecuente de FGFR3 en el cancer de vejiga (Figura 9C). Dos lineas celulares
disponibles, UMUC—-14 y TCC—97-7, acarrean un alelo FGFR3%%*°¢ mutado (Ref. 36 y
no se ilustran datos). Si bien R3Mab no afectd el crecimiento exponencial de las
Celulas UMUC-14 en cultivo (no se ilustran datos), redujo significativamente el
desarrollo clonal de estas células (Figura 11C). Especificamente, R3Mab redujo el
namero de colonias de mas de 120 um de diametro aproximadamente en 77% en
comparacion con el anticuerpo control (Figura 11D). Mas aun, R3Mab inhibid la

incorporacién de [PH]-timidina por las células TCC—97-7 en cultivo (Figura 19C).

Se informa que la mutacién S249C da lugar a la activacion independiente del
ligando de FGFR3 (26, 30). En efecto, FGFR3%%°C se fosforild constitutivamente

independientemente del tratamiento en FGF1 en Células UMUC—-14 y células TCC-97-

382490

7, en tanto que R3Mab redujo la fosforilacion constitutiva de FGFR en

comparacion con el anticuerpo control en ambas lineas celulares (Figuras 11E, 19D).
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R3Mab inhibe la formacién de dimeros por FGFR3%24%¢

La capacidad de R3Mab para inhibir la sefializacién y proliferacion constitutiva
de FGFR3%%% en las células de cancer de vejiga fue asombrosa, teniendo en cuenta
que este mutante puede sufrir la dimerizacién ligada por disulfuro, independiente de
ligandos (26, 30). Para explorar la forma en que R3Mab inhibe el FGFR3%24%C,
examinamos el efecto de R3Mab sobre el estado cligoméricos de este mutante en
Células UMUC—-14. En condiciones reductoras, FGFR3%%%C migré en forma de banda
unica de ~97 kDa, coincidiendo con el tamafic monomérico (Figura 12A). En
condiciones no reductoras, en las células tratadas con el anticuerpo control aparecié
una fraccion de gran tamafio de FGFR3%*C en forma de banda de ~200 kDa,
independientemente de la adicion de FGF1, indicando un estado dimérico constitutivo
(Figura 12A). El tratamiento con R3Mab redujo sustancialmente la cantidad de
dimeros, con un aumento consiguiente de mondémeros (Figura 12A).
Sistematicamente, R3Mab redujo el nivel de dimeros FGFR3%%*°C gn las células TCC-

97-7 sin tener en cuenta el tratamiento con FGF1 (Figura 19E).

¢De qué manera reduce R3Mab los niveles de dimeros de FGFR3%%4°C en las
células de cancer de vejiga? Una explicacién potencial es que puede romper el
dimero FGFR3%*C mediante la internalizacion del FGFR3 inducida por el anticuerpo y
el trafico a través de endosomas o lisosomas. Analizamos esta posibilidad
interviniendo farmacolégicamente la endocitosis. De todas maneras R3Mab redujo la
cantidad de dimero en las células UMUC-14 pretratadas con diversos inhibidores de la
endocitosis, pese al blogueo sustancial de la internalizacion del FGFR35%*¢ (Figura 20
A, B). Por consiguiente, la alteracion del dimero por R3Mab es independiente de la
endocitosis. Otra explicacion posible es que el FGFR3%%4%° celular puede existir en un
equilibrio dinamico mondomero-dimero; en consecuencia, la unién de R3Mab al
FGFR3%*C monomérico es que podria impedir la formacion de dimeros y, de esa
manera, desplazar el equilibrioc hacia el estado monomérico. Para examinar esta
posibilidad, utilizamos el agente acido 5,5'ditiobis 2-nitrobenzoico (DTNB) que no
penetra en las células, gue reacciona selectivamente con los grupos sulfhidrilo de las
cisteinas no apareadas y los bloquea (37). El tratamiento de las Células UMUC—-14 con
DTNB llevo a la acumulacién de monomeros FGFR3%%%¢ en desmedro de los dimeros
(Figura 12B), indicando que el FGFR3%*“C existe en un equilibrio dindmico entre

monomeros y dimeros.

Para analizar si R3Mab afecta este equilibrio, generamos una proteina

recombinante soluble que comprende los dominios IgD2-D3 de FGFR3%%%°C y
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aislamos los dimeros por cromatografia de exclusion por tamafios. Incubamos los
dimeros con buffer o anticuerpos en presencia de una concentracion muy baja de un
agente reductor (25 uM of DTT) y analizamos el estado oligomerico del receptor por
SDS-PAGE en condiciones no reductoras. R3Mab acelerd significativamente la

352490 en

aparicion de una banda de ~25 kDa que representa el monomérico FGFR
desmedro del dimero de ~50 kDa, en comparacion con el simulacro o los anticuerpos
control (Figura 12C); en efecto, a las 2 h la reduccién de los dimeros era
sustancialmente mas completa en presencia de R3Mab. Estos resultados indican que
el R3Mab desplaza el equilibrio entre los estados monoméricos y diméricos de

FGFR3%%4°C 3 favor del monémero.
R3Mab no promueve la regulacién a menos del FGFR3

Examinamos el efecto de R3Mab (clon 184.6.1) y los anticuerpos de hibridoma
anti-FGFR3 sobre la regulacién a menos del FGFR3 analizando la internalizacion del
FGFR3 y la degradacién del FGFR3 en las células tratadas con el anticuerpo. Se
trataron las lineas celulares de cancer de vejiga que expresaban el FGFR3 de tipo
salvaje (RT112) o el FGFR3 mutado (S249C en TCC97-7) con R3Mab o los
anticuerpos de hibridoma 1G6 o 6G1 por espacio de 4 a 24 horas, luego se
cosecharon los lisados celulares para el analisis de western blot de los niveles totales
de FGFRS3. El tratamiento con R3 Mab no redujo los niveles de FGFR3, en tanto que el
tratamiento con los mabs de hibridoma 1G6 y 6G1 redujo significativamente ios niveles
de FGFR3. Estos resultados sugirieron que R3Mab no promovia la regulacion a menos
de FGFR3, en tanto que los mabs 1G6 y 6G1 promovian efectivamente la
internalizacién y regulacién a menos del receptor FGFR3. En un experimento
separado, se examinaron los niveles superficiales de FGFR3 empleando andlisis de
FACS. Al cabo de 24 horas de tratamiento con R3Mab (clon 184.6.1) de las Células
UMUC-14 (que contenian la mutacion FGFR3 S249C), se incrementaron levemente
los niveles superficiales de FGFR3. Estos resultados demuestran que el tratamiento

con R3Mab no promovit la regulacion a menos del FGFR3.

R3Mab inhibe el crecimiento y sefializacién del FGFR3 en modelos de tumores
muitiples

A continuacidon, examinamos el efecto de R3Mab sobre el crecimiento de las
células de cancer de vejiga in vivo. Inyectamos en ratones nu/nu células RT112 {que
expresan FGFR3 WT), dejamos que los tumores crecieran hasta alcanzar un volumen
medio de ~150 mm?® y administramos a los animales dosis de vehiculo o R3Mab dos

veces por semana. En comparacidon con el control con vehiculo el dia 27, el
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tratamiento con R3Mab a razén de 5 o 50 mg/kg suprimié el desarrollo de tumores en
aproximadamente 41% o 73% respectivamente (Figura 13A). El andlisis de los lisados
tumorales recolectados 48 h o 72 h después del tratamiento demostré que R3Mab
reducia pronunciadamente el nivel de FRS2a fosforilado (Figura 13B).
Misteriosamente, 10s niveles totales de protelna FRS2a también eran mas bajos en los
tumores tratados con R3Mab, sugiriendo que la inhibicién del FGFR3 puede llevar
ademas a la regulacion a menos del FRS2q«. R3Mab redujo ademas la cantidad de
MAPK fosforilado en tumores, sin afectar los niveles totales de MAPK (Figura 13B).
Por consiguiente, R3Mab inhibe el desarrollo de xenoinjertos de tumores RT112
ademas de bloquear la sefalizacién por el FGFR3 WT.

A continuacién investigamos el efecto de R3Mab sobre el desarrollo de
xenoinjertos que expresan el FGFR3 mutante. El tratamiento con R3Mab atenud
profundamente el progreso de los tumores Ba/F 3—FGFR3%%°¢ (Figura 13C). Més aun,
R3Mab inhibio significativamente el crecimiento de xenoinjertos de carcinoma de vejiga
UMUC-14 (Figura 13D). Para evaluar si R3Mab afecta la activacion de FGFR3%%4%C in
vivo, evaluamos el nivel de dimero FGFR3%%%°C en lisados tumorales colectados 24 h o
72 h después del tratamiento. En condiciones no reductoras, la cantidad de dimero
FGFR3%*C fue sustancialmente mas baja en los tumores tratados con R3Mab en
comparacioén con el grupo control, en tanto que los niveles totales de FGFR3%%%C,
valorados por la cantidad detectada en condiciones reductoras, exhibieron poco
cambio (Figura 13E). No se observd acumulacién evidente del monomero FGFR3524%¢
en los lisados tumorales, a diferencia de los resultados obtenidos en cultivo celular
(Figura 13E vs. 12A). Esto se podria deber a la débil sensibilidad de deteccion del
FGFR3 monomérico en condiciones no reductoras por el anticuerpo policlonal de
conejo anti-FGFR3 utilizado en este estudio (Figura 21). Como dato importante,
R3Mab también inhibid significativamente la fosforilacién y activacion de MAPK en
tumores UMUC-14 (Figura 13E), sugiriendo que R3Mab inhibe la actividad de
FGFR3%*C in vivo. No observamos ninguna pérdida significativa de peso ni otras
anormalidades groseras en ninguno de los estudios in vivo. Mas aun, en un estudio de
seguridad que se llevé a cabo en ratones, el R3Mab, que se une con afinidad similar
tanto el FGFR3 humano como de raton, no ejercié toxicidad clara alguna en ningun
organo, incluyendo la vejiga (no se ilustran datos). Juntos, estos datos indican que

multiples exposiciones al R3Mab son bien toleradas en ratones.

La actividad antitumoral del R3Mab en modelos de xenoinjertos de mieloma

mualtiple implica 1a ADCC

64
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Para evaluar si R3Mab podia albergar potencial terapéutico para el mieloma
multiple, analizamos en primer lugar el efecto de R3Mab sobre la proliferacién y
supervivencia de tres lineas celulares t(4;14)+ en cultivoe. Las células UTMC-2
acarrean el FGFR3 WT, en tanto que OPM2 y KMS11 albergan una sustitucion K650E
y Y373C, respectivamente (7). En cultivo, R3Mab abolié por completo la proliferacion
de las células UTMC-2 inducida por FGFS (Figura 22A). R3Mab inhibid
moderadamente el crecimiento de las células OMPM2, pero no tuvo efecto evidente
alguno sobre la proliferacion de céluias KMS11 (Figura 22 B, C). Dado que las células
UTMC-2 no forman tumores en ratones, evaluamos la eficacia de R3Mab contra
tumores OPM2 y KMS11. R3Mab abolié casi por completo el desarrolio de

xenoinjertos de tumores de ambas lineas celulares (Figura 14 A, B).

La marcada diferencia de actividad de R3Mab contra las células tumorales
OPM2 y KMS11 in vitro e in vivo sugirié la posibilidad de que R3Mab tenia la
capacidad de sostener funciones efectoras inmunes mediadas por Fc contra estos
tumores con sobreexpresidn de FGFR3. Ambas lineas ceiulares expresan altos
niveles de CD55 y CD59 (no se ilustran datos), dos inhibidores de la via de los
complementos; en consecuencia, no se observd citotoxicidad dependiente del
complemento (no se ilustran datos). A continuacion nos concentramos en la ADCC. La
ADCC tiene lugar cuando un anticuerpo se une a su antigeno en una célula objetivo y
a través de su Region Fc, entra en contacto con los receptores Fey (FeyRs)
expresados en celulas efectoras inmunes (38). Para evaluar la ADCC in vitro,
incubamos células KMS11 0 OPM2 con células mononucieares de sangre periférica
(PBMC) humanas recién aisladas en presencia de R3Mab o anticuerpo control. R3Mab
medié en una considerable actividad citolitica de las PBMC contra ambas lineas
celulares de mieloma (Figura 14 C, D). Por el contrario, R3Mab no sostuvo la citélisis
de las Celulas RT112 o UMUC—14 de cancer de vejiga (Figura 14 E, F). Segun
determinacién por el analisis de Scatchard, las células de mieloma mudiltiple expresan
una cantidad sustancialmente mayor de FGFR3 en la superficie celular que las lineas
celulares de carcinoma de vejiga (~ 5-6 veces mas receptores por célula; Figura 23 A,
B).

Para abordar la contribucién de la ADCC a la actividad de R3Mab in vivo,
introdujimos la mutacion antes caracterizada D265A/N297A {(DANA) en el dominio Fc
del anticuerpo. Esta sustitucion doble en el dominio Fc de un anticuerpo anula su unién
a FcyRs (39), lo que impide el reclutamiento de células efectoras inmunes. La
mutacion DANA no alterd la uniéon de R3Mab a FGFR3 ni Ia inhibiciéon de la actividad
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de FGFR3 in vitro, ni tampoco cambié la farmacocinética del R3Mab en ratones (no se
ilustran datos). Sin embargo, abolié sustancialmente la actividad in vivo contra
xenoinjertos de OPM2 o KMS11 (Figura 14 G, H). Por el contrario, la mutacion DANA
no alterd la actividad antitumoral de R3Mab hacia xenoinjertos de cancer de vejiga
RT112 y UMUC-14 {Figura 24 A, B). Juntos, estos resultados sugieren que la ADCC
dependiente de Fc desempefia un rol de importancia en la eficacia de R3Mab contra
xenoinjertos de mieloma multiple OPM2 y KMS11.

Otros estudios con xenoinjertos

También se caracterizé a R3Mab (clon 184.6.1N548S) de |a siguiente
manera:

(a) Se analizé R3Mab para determinar la eficacia in vivo utilizando un
modelo de xenoinjerto de tumores basado en una linea celular de cancer
de higado (Huh7) esencialmente de la manera antes descripta. Cuando se
lo analizé en una concentracién del anticuerpo de 5 mg/kg y 30 mg/kg,
R3Mab inhibié significativamente el desarrollo de tumores in vivo. El
crecimiento de los tumores fue inhibido 50% en comparacion con el
crecimiento de tumores en los animales control.

(b) Se analizé R3Mab para determinar la eficacia in vivo utilizando un
modelo de xenoinjerto de tumores basado en una linea celular de cancer
mamario (Cal-51) que expresaba FGFR3 esencialmente de la manera
antes descripta. Los resultados de este estudio de eficacia demostraron que
el anticuerpo R3Mab podia inhibir los tumores in vivo cuando se lo analizo
en una concentracion del anticuerpo en el rango de aproximadamente 1
mg/kg a 100 mg/kg. El crecimiento de los tumores fue inhibido
aproximadamente 30% en comparacién con el crecimiento de tumores en
los animales control.

Comentarios

La asociacién de la sobreexpresion de FGFR3 con un mal prondstico en
pacientes con t(4;14)+ mieloma multiple y la actividad transformante del FGFR3
activado en varios modelos experimentales han instaurado a FGFR3 como propulsor
oncogénico importante y, por ende, un potencial objetivo terapéutico en esta
malignidad hematolégica. Por el contrario, pese a los informes de alta frecuencia de
mutacién y/o sobreexpresion del FGFR3 en el carcinoma de vejiga (24, 25, 40), no se
ha establecido in vivo un rol critico de la seftalizacion del FGFR3 en esta malignidad
epitelial. Por afiadidura, no se ha definido aun e! potencial terapéutico de la inhibicion
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del FGFR3 en el cancer de vejiga. En este estudio demostramos que la intervencion
genética o farmacologica del FGFR3 inhibe el desarrollo de varios xencinjertos de
cancer de vejiga humanos en ratones. Estos resultados demuestran que la funcion del
FGFR3 es critica para el desarrollo de tumores en estas circunstancias., subrayando la
importancia potencial de este receptor como propulsor oncogénico y agente
terapéutico en el cancer de vejiga. El bloqueo de la funcion del FGFR3 inhibid
igualmente el crecimiento de xencinjertos que expresaban el FGRF3 WT o mutante, lo
que sugiri6 que ambas formas del receptor pueden contribuir significativamente al
progreso de tumores de vejiga. Aunque con mucha menos frecuencia que en el cancer
de vejiga, se han identificado mutaciones o sobreexpresion de FGFR3 en octras
malignidades de tumores solidos, incluyendo el carcinoma cervical (40), el carcinoma
hepatocelular (41) y el cancer de pulmén de células no pequefias (42, 43), sugiriendo
una potencial contribucidon del FGFR3 a otros tipos de cancer epitelial.

La evidente participacion del FGFR3 en diversas malignidades identifica a este
receptor como candidato interesante para la terapia dirigida. Si bien se han descripto
compuestos de pequefias moléculas que pueden inhibir la actividad de quinasa del
FGFR3 (18-22, 44), la estrecha homologia de los dominios de quinasa dentro de la
familia del FGFR ha obstaculizado el desarrollo de inhibidores selectivos del FGFR3.
La falta de selectividad de los inhibidores presentados dificulta la elucidacion de la
contribucion relativa del FGFR3 a la biologia de tipos de cancer especificos; mas aun,
puede acarrear riesgos de seguridad, poniendo techo a los niveles de dosificacion
maxima y, de esa manera, limitando la inhibicion 6ptima del FGFR3. Por lo tanto, para
obtener el direccionamiento selectivo y especifico del FGFR3, recurrimos a una
estrategia basada en anticuerpos. Inferimos que un anticuerpo terapéutico 6ptimo
deberia poder bloquear no sélo el FGFR3 WT sino también los mutantes prevalentes
ligados al cancer del mismo. Mas aun, dado que la dimerizacion del FGFR3 es
esencial para su activacion, un anticuerpo que no sélo bloguee la unidn al ligando sino
también interfiera con la dimerizacién del receptor podria ser superior. Otras
propiedades ventajosas incluirian la capacidad de sostener la funcion efectora
mediada por el F¢ y la prolongada vida media en suero conferida por el marco natural
de un anticuerpo de longitud total. Enfocamos nuestros esfuerzos de seleccion e
ingenieria en la identificacidn de una molécula de anticuerpo que combina todas estas
caracteristicas, llevando a la generacion del R3Mab. Los estudios de unién
demostraron la capacidad de R3Mab para competir con los ligandos de FGF para la
interaccién con ambas isoformas Ilib y lllc de FGFR3. Otros experimentos con lineas
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celulares transfectadas BaF/3 confirmaron la capacidad notable del R3Mab para
bloguear tanto el FGFR3 WT como los mutantes prevalentes del mismo asociados al
cancer. Ademas, R3Mab ejercié considerable actividad antitumoral en varios modelos

de xenoinjerto de céncer de vejiga que expresaban el FGFR3 WT o FGFR3%%4%C,

que
es el mutante mas comun del receptor en esta enfermedad. Los estudios
farmacodinamicos sugirieron que la actividad antitumoral de R3Mab en estos modelos
se basa en la inhibicidn de la sefializacién del FGFR3, evidente por la fosforilacion
disminuida de sus mediadores secuencia abajo FRS2a y MAPK. Estos datos
refuerzan ademas la conclusion de que el FGFR3 es indispensable para el progreso

de tumores de vejiga, como lo demuestran nuestros estudios de ARNsh de FGFR3.

Las mutaciones del FGFR3 en el cancer de vejiga representan una de las
alteraciones oncogenicas mas frecuentes de una proteina quinasa en malignidades de
tumores solidos, que reconocen la mutacién comun del B—Raf en melanoma (45). La
mayoria de las mutaciones activadoras de FGFR3 da origen a una cisteina no
apareada, que lleva a la dimerizacidn independiente de ligandos del receptor y a
diversos grados de activacidn constitutiva. Un estudio anterior que utilizaba un
fragmento Fab monovalente anti—-FGFR3 indicé actividad inhibitoria diferencial contra
mutantes de FGFR3 (46); Sin embargo, no se investigo la base molecular para esta
variable molecular. En comparacién con los fragmentos de anticuerpos monovalentes,
los anticuerpos bivalentes tienen la capacidad de inducir el arracimamienfo de
antigenos y, en el caso de las tirosina quinasas para el receptor, puede causar la
oligomeroizacion y activacidon del receptor. Pese a su configuracion bivalente de
longitud total, el R3Mab inhibicién universal de FGFR3 WT y dei amplio espectro de
mutantes de FGFR3, incluyendo las variantes que son dependientes de ligandos
(FGFR3%¥%¢ FGFR3Y¥%%), constitutivamente activos (FGFR3%%%¢, FGFR35%%¢), o
ambos (FGFR3%%*%) Estos resultados suscitan la duda: ;De qué manera el R3Mab
antagoniza tanto el WT como los diversos mutantes de FGFR3, incluyendo los

variantes ligados por disulfuro?

Sobre la base de este alineamiento de secuencias con FGFR1, el epitope
peptidico reconocido por R3Mab se superpone con los residuos de FGFR3 implicados
en la unién del ligando y heparina, como asi también en |la dimerizacion del receptor.
Se confirmd esta conclusidon por estudios cristaligraficos del complejo entre R3Mab y
las regiones extracelulares del FGFR3. La estructura de rayos X reveié que el
anticuerpo se une a regiones de la IgD2 e IgD3 que son criticas para la interaccion

ligando—receptor, como asi también para el contacto receptor—receptor. De esa
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manera, R3Mab puede bloquear el FGFR3 WT tanto compitiendo por la union al
ligando como previniendo la dimerizacién receptor. R3Mab puede emplear un

mecanismo similar para inhibir el FGFR3K%%

, que tiene baja actividad constitutiva,
aunque requiere el ligando para la activacion completa. Mas aun, la unién de R3Mab
cambia la orientacién relativa de la IgD3 de FGFR3 con respecto a IgD2. Este
hallazgo sugiere la posibilidad formal de que el anticuerpo también podria inhibir la
activacion del receptor forzando una conformacién que no conduce a la transduccién

de senal — una nocidn que requiere mas estudio.

Para obtener una mayor comprension de la manera en que R3Mab blogquea las
variantes de FGFR3 que poseen una cisteina no apareada, analizamos el mutante

mas comln, FGFR35%4%C

, en forma mas detallada. Los experimentos con el
bloqueante DTNB libre de sulfhidrilo indicaron un equilibrioc dinamico entre el estado
monomérico y dimérico de FGFR3%%**C, Se ha dado a conocer un equilibrio similar
entre los estados oxidado y reducido modulados por reguladores redox endégenos de
los receptores NMDA (46). La incubacion de células de cancer de vejiga que
expresaban FGFR3%4°C con R3Mab llevé a una declinacion de la cantidad de dimeros
receptores y a un aumento consiguiente del nivel de monémeros. Mas aun, el
fragmento IgD2-D3 purificado de FGFR3%%%¢ formé dimeros en solucion, cuando se lo
incubé con R3Mab, los dimeros desaparecieron en forma estable en tanto que el
FGFR3%C monomérico se acumulé. Considerados en conjunto con el analisis

3524%C monomeérico

estructural, estos resultados sugieren que R3Mab captura el FGFR
y obstaculiza su dimerizacion. Con el tiempo, el R3Mab desplaza el equilibrio hacia el
estado monomérico, bloqueando la actividad del receptor constitutivo. Este mecanismo
también podria explicar la forma en que R3Mab inhibe otros mutantes de cisteina del

FGFR3.

Otro hallazgo importante de este estudio fue la potente actividad antitumoral de
R3Mab contra las lineas celulares de mieloma multiple t(4;14)+ OPM2 y KMS11 in
vivo. Por el contrario, R3Mab tuvo un impacto modesto a minimo sobre la proliferacion
o sobrevida de estas células en cultivo. Las celulas OPM2 y KMS11 expresan niveles
superficiales de FGFR3 relativamente elevados en las celulas (56 veces mas altos
que las células de carcinoma de vejiga RT112 y UMUC-14). Estas densidades mas
elevadas del antigeno pueden dar lugar a que R3Mab sostenga el reclutamiento
eficiente de las células efectoras inmunes portadoras de FcyR y la activacion de Ia
ADCC. En efecto, en presencia de PBMC humanas, R3Mab medid en la citélisis de las
celulas OPM2 y KMS11, pero no en las células de cancer de vejiga RT112 o UMUC-
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14. Mas aun, la versién mutante DANA del R3Mab, que no tiene la capacidad de
unirse a FcyR, no tuvo efecto alguno sobre el crecimiento de KMS11 ni OPM2 in vivo,
aungue aun asi suprimié el crecimiento de tumores RT112 y UMUC-14 de manera
similar a R3Mab. Sumados, estos datos indican que R3Mab tiene un doble mecanismo
de actividad antitumoral: (a) En células que expresan niveles superficiales mas bajos
de FGFR3 WT o mutante, bloquea la sefalizacién dependiente del ligando ©
constitutiva; (b) En células que expresan niveles superficiales relativamente mas
elevados de FGFR3, induce la ADCC.

Nuestros resultados suscitan asimismo nuevos interrogantes. En primer lugar,
se desconoce la razén por la cual las lineas celulares de cancer de vejiga analizadas
en este estudio exhiben sensibilidad variable al R3Mab. Dicha respuesta diferencia,
que es comun en el caso de la terapia dirigida, puede constituir un refiejo de la
constitucién genética diferenciada de los tumores individuales. En efecto, las células
de cancer mamario Her2-positivas exhiben sensibilidad variable al anticuerpo anti—
Her2 (48), al igual que diversas celulas cancerosas en la respuesta al anticuerpo anti—
EGFR (49). En este contexto, se necesita con urgencia desarrollar mas modelos in
vivo de cancer de vejiga con FGFR3 WT y mutante para evaluar la sensibilidad a las
moléculas de FGFR3 en animales. Mas aun, la elucidacién de biomarcadores
predictivos puede contribuir a identificar a los pacientes que pueden obtener un
beneficio optimo de la terapia dirigida al FGFR3. En segundo lugar, como R3Mab no
indujo regresion de los tumores en los modelos que examinamos, los futuros estudios
deberian explorar si R3Mab puede cooperar con los agentes terapeuticos ya

reconocidos.

En conclusion, nuestros hallazgos implican tanto FGFR3 WT como mutante
como importantes para el desarrollo del cancer de vejiga, expandiendo asi la
participaciéon oncogénica in vivo de este receptor de malignidad hematoldgica a
epitelial. Mas aun, nuestros resultados demuestran que tanto el FGFR3 WT como
mutante pueden ser tomados como blance con eficacia en tumores con un anticuerpo
de longitud total que combina la capacidad para bloquear la unién a ligandos, la
dimerizacién y sefalizacion del receptor, como asi también para promover la lisis de
las células tumorales por ADCC. Estos resultados ofrecen un fuerte base racional para
la investigacion de terapias dirigidas al FGFR3 basadas en anticuerpos en diversas

malignidades asociadas a este receptor.
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<221> origen

<223> /nota="pescripcion de
sintético”

<400> 13
§1y Phe Thr Phe Ehr ser Thr

<210> 14

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcitén de
sintético”

<400> 14

gTy Arg Ile Tyr gro Thr Asn

Lys Gly

189

la secuencia artificial: péptido

Thr Ser Leu ala
10

Ta secuencia artificial: péptido

Ta secuencia artificial: péptido

Gln Thr

Ta secuencia artificial: Péptido

Gly Ile Ser
10

Ta secuencia artificial: péptido

Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser val
10 15



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

<220>
<221>
<223>
<400>

1

190

15

20

PRT

Secuencia artificial

origen

/nota="pescripcion de la secuencia artificial:

sintético”
15
5

val Met Asp Tyr
20

<210>
<Z211>
<212>
<213>

<220

<221>
<223>

<400>

16

11

PRT

Secuencia artificial

origen

/nota="Descripcion de la secuencia artificial:

sintético”

16

?rg Ala ser GlIn ésp val Asp Ile Ser &Su Ala

<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

17

7

PRT

Secuencia artificial

origen

/nota="Descripcién de la secuencia artificial:

sintético”
17

ser Ala Ser Ser Leu Ala Ser
1 5

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

<220>

<221>
<223>

<400>

18

9

PRT

Secuencia artificial

origen

/nota="Descripcién de la secuencia artificial:

sintetico”

18

g1n GIn Gly Ala g1y Asn Pro Tyr Thr

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

<220>

<221>
<223>

<400>

19

30

PRT

Secuencia artificial

origen

/nota="Descripcidén de la secuencia artificial:

sintético”

19

Péptido

Ala Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu I%r val Asp Tyr Thr Glu Tyr
15

Péptido

Péptido

péptido

Polipéptido

Gln val GIn Leu val ¢ln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

ser val Lys val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr pPhe Thr



20

<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

20

25

PRT

Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcion de
sintético”

<400> 20
%Tn val Gln Leu ga] Gln Ser

ser val Lys Vg? ser Cys Lys
2

<210>
<211>
«212>
<213>

<220>
«221>
<223>

21
25
PRT
secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcion de
sintético”

<400> 21
Gln val GIn Leu val Gln Ser
1 5

ser val Lys val Ser Cys Lys
20

22

25

PRT

secuencia artificial

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

<220>
<221>

origen
<223>

/nota="Descripcidon de
sintético”

<400> 22
?nvﬂ mnlxugﬂ Gln Ser

Ser val Lys gg] ser Cys Lys

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

<220>
<221>
<223>

23

30

PRT

Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcion de
sintético”

<400> 23
%]n val GIn Leu g]n Glu ser

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr
20

«210> 24
<211> 25
<212> PRT

P&l

191

25 30

1a secuencia artificial: Péptido
Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
10 15

Ala ser
25

la secuencia artificial: péptido
Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
10 15

Ala Ser
25

Ta secuencia artificial: Péptido
Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
10 15

Ala Sser
25

la secuencia artificial: polipéptido
Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Gln
10 15

val Ser Gly Gly Ser val Sser
25 30



<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de
sintético”

<400> 24
g]n val GIn Leu g1n Glu ser

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr
20

<210> 25

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de
sintético”

<400> 25

GIn val GIn Leu GIn Glu Ser
1 5
Thr Leu Ser Egu Thr Cys Thr

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<221>
<223>

26

25

PRT

Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcidn de
sintético”

<400> 26
€1n val GIn Leu GIn Glu Ser
5

Thr Leu Ser Eeu Thr Cys Thr
0

<210
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
«223>

27
30
PRT
Secuencia artificial

arigen L
/nota="Descripcidén de
sintético”

<400> 27
Glu val GIn Leu ga] Glu Ser
1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20

<210>
<211
<212>
<213>

<220>
«221>
<223>

28

25

PRT

Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcidn de
sintético”

192

Ta secuencia artificial: péptido
Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Gln
10 15

val Ser
25

la secuencia artificial: péptido
Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Gin
10 15

val ser
25

la secuencia artificial: péptido
Gly pPro Gly Leu val Lys Pro Ser Gln
10 15

val Ser
25

Ta secuencia artificial: polipéptido
Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
10 15

Ala ser Gly Phe Thr Phe Ser
25 30

la secuencia artificial: Péptido



<400> 28
Glu val GIn Leu val Glu Ser
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20

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

<220>
<221>
<22 3>

29
25
PRT
Secuencia artificial

origen .
/nota="Descripcion de
sintético”

<400> 29
§1u val GIn Leu ga] Glu ser

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20

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

<220>
<221>
<223>

30

25

PRT

Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcidn de
sintético”

<400> 30
glu val GIn Leu val Glu Ser
5

Ser Leu Arg Egu Ser Cys ala

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

<220>
<221>
<223>

31
30
PRT
Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintético”

<400> 31
Glu val GIn Leu val Glu Ser
1 5

Ser Leu Arg 58u ser Cys Ala

32

25

PRT

Secuencia artificial

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

<220>
<221>
«223>

origen L
/nota="Descripcion de
sintético”

<400> 32
§1u val Gln Leu ga] Glu Ser

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

200

193

Gly Gly Gly Leu val GlIn Pro Gly Gly
10 15

Ala ser
25

la secuencia artificial: Péptido
Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
10 15

Ala ser
25

Ta secuencia artificial: pPéptido
Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
10 15

Ala Ser
25

Ta secuencia artificial: Polipéptido
Gly Gly Gly Leu val 6In Pro Gly Gly
10 15

Ala ser Gly Phe Asn Ile Lys
25 30

la secuencia artificial: péptido
Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
10 15

Ala Ser



194

20 25
<210> 33
<211> 25
<212> PRT
«<213> Secuencia artificial
<220>

<221> origen o ) o o
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido
sintético”

<400> 33
g]u val GIn Leu za] Glu ser Gly Gly ggy Lteu val GIn Pro Gly Giy
15

ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala ser
20 25

<210> 34

<Z211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: pPolipéptido
sintética”

<400> 34
g]u val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly géy Leu val GIn Pro g]y Gly
5 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala ser Gly Phe Asn Ile Lys
20 25 30

<210> 3§

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

220>

<221> origen .

<223> /nota="Descripcidn de la secuencia artificial: péptido
sintético”

<400> 35
g]u val G1ln Leu ¥a1 Glu ser Gly Gly EAy Lteu val GIn Pro ?}y Gly

ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

<210> 36

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 36
g]u val GIn Leu ga] Glu Ser Gly Gly géy Leu val Gln Pro E}y Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

<210> 37
<Z211> 25
<212> PRT



<213> Secuencia artificial

<220>

<221> arigen

<223> /nota="Descripcidn de
sintético”

<400> 37
g1u val GIn Leu gal Glu Ser

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20

<210> 38

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de
sintético”

<400> 38
?sp Ile GIn Met ghr GIn ser

Asp Arg val ggr Ile Thr Cys

<210> 39

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de
sintético”

<400> 39
?sp Ile val Mmet Thr GIn Ser
5

Glu Pro Ala ggr Ile Ser Cys

<210> 40

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de
sintético”

<400> 40
g1u Ile val Leu Ehr GTn Ser

Glu Arg Ala ;Br Leu Ser Cys

<210> 41

<211> 23

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<221> aorigen
<223> /nota="Descripcidn de

195

Ja secuencia artificial: Péptido

Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
10 15

25

la secuencia artificial: Péptido

Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
10 15

Ta secuencia artificial: Péptido

Pro Leu Ser Leu Pro val Thr pPro Gly
10 15

1a secuencia artificial: Péptido

Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
10 15

Ta secuencia artificial: péptido



sintético”

<400> 41
Asp Ile val Met Thr Gln Ser
1 5

Glu arg Ala {Br Ile Asn Cys

<210> 42

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de
sintético”

<400> 42
gsp ITe Glh Met Ehr Gln Sser

Asp Arg val ;Sr Ile Thr Cys

<210> 43

<211> 15

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de
sintético”

<400> 43
Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly
1 5

<210> 44

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen i

<223> /nota="Descripcion de
sintético”

<400> 44
Gly val pPro Ser ?rg Phe Ser
1

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln
20

<210> 45

<211> 10

<21Z2> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="pescripcidn de
sintético”

<400> 45

Phe Gly GIn Gly Ehr Lys val
1

<210> 46
<211> 25

196

Pro Asp Ser Leu Ala val Ser Leu Gly
10 15

1a secuencia artificial: péptido

Pro ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
15

la secuencia artificial: pPéptido

Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
10 15

la secuencia artificial: Polipéptido
Gly Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr
10 15

Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
25 30

la secuencia artificial: Péptido

Glu Ile Lys
10



197

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota='"Descripcidn de la secuencia artificial: péptido
sintético”

<400> 46
g]u val GIn Leu ga1 GTu Ser Gly Gly gay Leu val G1In Pro g;y Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

<210> 47

<211> 13

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 47
Irp val Arg Gln ?1a Pro Gly Lys Gly isu Glu Trp val

<210> 48

<211> 10

<212> PRT

<213> Ssecuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidén de la secuencia artificial: péptido
sintético”

<400> 48
g]y Phe Thr phe ?er Thr Thr Gly Ile igr

<210> 49

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de la secuencia artificial: péptido
sintético”

<400> 49 ‘
Gly Arg Ile Tyr Pro Leu Tyr Gly Ser Igr His Tyr Ala Asp ier val
1 5 5

Lys Gly

<210> 50

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 50
21& arg Thr Tyr E1y Ile Tyr Asp Leu Igr val Asp Tyr Thr glu Tyr

val Met Asp Tyr



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

<220>

<221>
<223>

<400>

20

51

11

PRT

secuencia artificial

origen L
/nota="Descripciodn de
sintético”

51

?rg Ala Ser Gln Asp val ser
5

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

<220>

<221>
<223>

<400>

52

7

PRT

Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintético”

52

Ser Ala Ser phe Leu Tyr Ser
1 5

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

<220>

<221>
<223>

<400>

53

9

PRT

Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcion de
sintético”

53

?1n GIn Thr Tyr Thr Thr Ser
5

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

<220>

<221>
<223>

<400>

54
10
PRT
Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcion de
sintético”

54

g]y Phe Thr Phe Ehr ser Thr

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

<220>

<221>
<223>

<400>

55

18

PRT

secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcién de
sintético”

55

Gly Arg Ile Tyr Pro Tyr Asp
1 5

Lys Gly

198

la secuencia artificial: Péptido

Thr ala val ala

la secuencia artificial: Péptido

la secuencia artificial: péptido

Leu Thr

Ta secuencia artificial: Pépt

Gly Ile Ser
10

ido

la secuencia artificial: Péptido

Asp Ser Pge Tyr Tyr Ala Asp S
1

er val

15



199

<210> 56

<«211> 20

<212> PRT

<213> Ssecuencia artificial

<220>
<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de Ta secuencia artificial:

sintético”
<400> 56
1

val Met Asp Tyr
20

<210> 57

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial;

sintético”

<400> 57
?rg Ala ser GIn Asp val Ser Thr ala XS1 ala
5

<210> 58

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen

<223> /nota="Descripcidon de la secuencia artificial:

sintético”

<400> 58
%er Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
5

<210> 59

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de ta secuencia artificial:

sintético”

<400> 59
ETn Gln ser Tyr ghr Thr pro Leu Thr

<210> 60

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen

<223> /nota="pescripcidn de la secuencia artificial:

sintético”

<400> 60
?1y Phe Thr Phe ;hr ser Thr Gly Ile igr

<210> 61
<Z11> 18

Péptido

Ala Arg Thr Tyr §1y Ile Tyr Asp Leu Igr val Asp Tyr Thr Glu Tyr
15

Péptido

Péptido

péptido

Péptido



200

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 61
Gly Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser val
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 62

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 62
Ala Aarg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr val Asp Tyr Thr g]u TYyr
1 5 10 5

val Met Asp Tyr
20

<210> 63

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 63
?rg Ala Ser Gln val ITe Asp Ile Ser Lgu Ala
5 1

<210> 64

<211> 7

<212>» PRT

<213» Secuencia artificial

<220> )

<221> origen

<223> /nota="Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 64
§1y Ala ser Thr éeu Ala ser

<210> 65

<211> 9

«212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 65
g1n Gln Ser Ala é1a Asp Pro Tyr Thr

<210> 66



201

<211> 10
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: péptido
sintético”

<400> 66
g]y Phe Ser Phe Thr Gly Thr Gly Ile Sgr
5 1

<210> 67

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de la secuencia artificial: péptido
sintético”

<400> 67
§1y ser Ile Tyr Ero Tyr Phe Ala Thr &55 Asn Tyr Ala Asp igr val

Lys Gly

<210> 68

<211> 20

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 68
Ala Aarg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu I5r val asp Tyr Thr ?1u Tyr
1 5 5

val Met Asp Tyr
20

<210> 69

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> arigen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 69
?rg Ala Ser GIn Asp val Ser Thr Ala val Ala
5

<210> 70

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de 1a secuencia artificial: péptido
sintético”

<400> 70
ier Ala ser Phe Eeu Tyr Ser

211



202

<210> 71

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido
sintético”

<400> 71

Gin GIn Ser Tyr Thr Thr Pro Pro Thr
1 5

<210> 72

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> grigen

<223> /nota="Descripcidn de la secuencia artificial: péptido
sintético”

<400> 72
Gly Phe Thr Phe Tyr Thr Thr Gly Ile Ser
1 5 10

<210> 73

<211> 18

212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de 1a secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 73
g1y Arg Ile Tyr Pro Ala Phe Gly Ser igr Ile Tyr Ala Asp igr val
5

Lys Gly

<210> 74
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> arigen

<223> /nota="Descripcidn de Ta secuencia artificial: péptido
sintético” '

<400> 74
§1a Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Igr val Asp Tyr Thr g}u Tyr
5

val Met Asp Tyr
20

<210> 75

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido
sintético”

<400> 75
Arg Ala Ser GIn Asp val Ser Thr Ala val Ala

12



<210>
<211>
<212>
<213

<220>

<221>
<223>

<400>

203

76

7

PRT

Secuencia artificial

origen

/nota="Descripcion de la secuencia artificial:

sintético”
76

Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 5

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

<220>

<221>
<223>

<400>

77

9

PRT

Secuencia artificial

arigen

/nota="Descripcion de la secuencia artificial:

sintético”

77

g]n GIn Thr Tyr Ser Ala Gln Pro Thr
5

<210>
<211
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

78
10
PRT
Secuencia artificial

origen

/nota="Descripcion de la secuencia artificial:

sintético”

78

Gly Phe ser Phe Trp Ser Thr Gly Ile Ser
1 5 10

<210>
<Z211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

79

18

PRT

Secuencia artificial

origen

/nota="Descripcion de la secuencia artificial:

sintético”

79

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido

§1y Arg Ile Tyr gra Ser ser Ala Thr Igr Asn Tyr Ala Asp Ser val

Lys Gly

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

<220>

<221
<223>

<400>

80
20
PRT
secuencia artificial

origen

/nota="Descripcion de la secuencia artificial:

sintético”

80

15

Péptido

?1a Arg Thr Tyr g]y Ile Tyr Asp Leu Iﬁr val Asp Tyr Thr ggu Tyr

210



val Met Asp Tyr
20

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

<220>
<221>

81
11
PRT
Ssecuencia artificial

origen

204

«223> /nota="Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido

<400>

sintético”

81

Arg ala ser GIn Asp val Ser Thr Ala val Ala
1 5 10

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

<220>
<221>
<223>

82

7

PRT

secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcidn de
sintético”

<400> 82

1

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

<220>

<221>
<223>

<400>

Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
5

83

9

PRT

secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintético”

83

gln Gln ser Tyr ger His Gln

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

<220>

<221>
<223>

<400>

84
10
PRT
Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintético”

84

la secuencia artificial: péptido

la secuencia artificial: pPéptido

ser Thr

Ta secuencia artificial: Péptido

?1y Phe Thr Phe Thr Ser Thr Gly Ile Ser
10

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

<220>

<221>
<223>

<400>

5

85

18

PRT

secuencia artificial

origen L
/nota=""Descripcion de
sintético”

85

Gly Arg Ile Tyr Pro Thr Ser
1 5

Lys Gly

Ta secuencia artificial: Péptido

Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser val
10 15

214



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

<220>

<221>
<223>

<400>

205

86
20
PRT
Secuencia artificial

origen L ] )
/nota="Descripcidén de la secuencia artificial: Péptide
sintético”

86

?1a Arg Thr Tyr g]y Ite Tyr Asp Leu I%r val Asp Tyr Thr g;u Tyr

val Met Asp Tyr
20

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

<220>
<221>

87
11
PRT
secuencia artificial

origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido

<400>

sintético”
&7

?rg Ala ser Gln gsp val Asp Thr Ser ieu Ala

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

<220>

88

7

PRT )

Secuencia artificial

<221> origen

<223>

<400>

/nota="Descripcidn de la secuencia artificial: péptido
sintético”

88

Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 5

<210>
<211>
<212>
<Z213>

<220>

<221>
<223>

<400>

89

9

PRT

secuencia artificial

origen
/nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

89

GIn GIn Ser Thr Gly His Pro GIn Thr
1 5

<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

a0
10
PRT
secuencia artificial

origen i
/nota="Descripcion de la secuencia artificial: péptido
sintético”

90

Gly Phe Thr Phe Thr ser Thr Gly Ile Ser
1 5 10

2B



206

<210> 91

<211> 18

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 91
$1y Arg Ile Tyr Pro Thr Gly Gly Ser Tgr Asn Tyr aAla Asp Ser val
5 1 15

Lys Gly

<210> 92

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> qrigen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: péptido
sintético”

<400> 92
?1a Arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tgr val asp Tyr Thr %}u Tyr
5 1

val Met Asp Tyr
20

<210> 93

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: péptido
sintético”

<400> 93
?rg Ala ser Gln ?sp val Asp Thr ser &gu Ala

<210> 94

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 94
Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 5

<210> 95
<211> 9

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 95
g]n GIn Ser Thr g]y His Pro Gln Thr

248



207

<210> 96
<211> 10
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 96
g]y Phe Thr phe Thr ser Thr Gly Ile Ser
5 10

<210> 97

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de la secuencia artificial: péptido
sintetico”

<400> 97
Gly Arg Ile Tyr Pro Thr Ala Gly Ser Igr Asn Tyr Ala Asp ier val
1 5 5

Lys Gly

<210> 98

<211s 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 98
?1a Arg Thr Tyr g1y Ile Tyr Asp Leu I%r val Asp Tyr Thr g;u Tyr

val Met Asp Tyr
20

<210> 99

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: péptido
sintético”

<400> 99
qrg Ala ser Gln gsp val Asp Thr Ser igu Ala

<210> 100
<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> oprigen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 100
ier Ala ser Phe Eeu Tyr Ser



208

<210> 101

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 101
§1n Gin Ser Thr Gly His Pro GIn Thr
5

<210> 102

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 102
§1y Phe Thr Phe ;hr Ser Thr Gly Ile Sgr
1

<210> 103

<211> 18

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de Ta secuencia artificial: péptido
sintético”

<400> 103
gly arg Ile Tyr Ero Thr 61ln Gly Ser Igr Asn Tyr Ala Asp ;er val
5

Lys Gly

<210> 104

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial; Péptido
sintetico”

<400> 104
?1a Arg Thr Tyr §1y Ile Tyr Asp Leu Igr val Asp Tyr Thr g;u Tyr

val Met Asp Tyr
20

<210> 105
<211> 11
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de Ta secuencia artificial: péptido
sintético”

<400> 105

218



208

Arg aAla Ser GIn Asp val Asp Thr Ser Leu Ala
1 5 10

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

<220>

<221>
<223>

<400>

106

7

PRT

Secuencia artificial

origen

/nota="Descripcidn de la secuencia artificial:

sintético”
106

Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 5

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

<220>

<221>
<223>

<400>

107

9

PRT

secuencia artificial

origen

/nota="Descripcidén de la secuencia artificial:

sintéticeo”
107

g]n Gln Ser Thr §1y His pro Glin Thr

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

<220>

<221>
<223>

<400>

108
10
PRT
Secuencia artificial

origen

/nota="pescripcién de la secuencia artificial:

sintético”
108

Gly Phe Thr Phe Thr Ser Thr Gly Ile Ser
1 5 10

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

<220>

<221>
<223>

<400>

109
18
PRT
secuencia artificial

origen

/nota="Descripcidon de 1a secuencia artificial:

sintético”

109

Péptido

Péptido

Peptido

Péptido

g]y Arg Ile Tyr gro Thr Ser Gly ser {gr Asn Tyr Ala Asp igr val

Lys Gly

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

«220>

<221>
<223>

<400

110
20
PRT
Secuencia artificial

origen

/nota="Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido

sintético”

110

Ala Aarg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Igr val Asp Tyr Thr E;u Tyr
1 5

244



val Met Asp Tyr
20

<210> 111

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de
sintético”

<d400> 111
?rg Ala Ser 6In val val Asp
5

<210> 112
<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de
sintético”

<400> 112
ier Ala ser Ser Leu Ala ser

<210> 113

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de
sintético”

<400> 113
§1n GIn Gly Ala Gly Asn Pro
5

<210> 114
<211> 10
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de
sintético”

<400> 114
§1y rphe Thr phe Ehr ser Thr

<210> 11§

<21i> 18

<212> PRT

«213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de
sintético”

<400> 115

210

Ta secuencia artificial:

Thr Ser Leu Ala

ia secuencia artificial:

la secuencia artificial:

Tyr Thr

la secuencia artificial:

Gly Ile Ser
10

la secuencia artificial:

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido

g]y Arg Ile Tyr gro Thr Gly Gly Ser Igr aAsn Tyr Ala Asp igr val

Lys Gly



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

<220>

<221>
<223>

<400>

§1a Arg Thr Tyr g]y Ile Tyr Asp Leu Igr val Asp Tyr Thr Glu Tyr
15

211

116
20
PRT
Secuencia artificial

origen

/nota="Descripcion de la secuencia artificial:

sintético”

116

val Met Asp Tyr
20

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

<220>

<221>
<223>

<400>

117
11
PRT
Secuencia artificial

origen

/nota="Descripcion de la secuencia artificial:

sintético”
117

Arg Ala Sser Gln val val Asp Thr Ser Leu Ala
1 5 10

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

<220>

<221>
<223>

<400>

118
7

PRT . o
Secuencia artificial

origen

/nota="Descripcion de la secuencia artificial:

sintético”

118

Ser Ala Ser Ser Leu Ala Ser
1 5

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

<220>

<221>
<223>

<400>

119

9

PRT

Secuencia artificial

arigen

/nota="Descripcion de la secuencia artificial:

sintético”

119

g]n Gin Gly Ala Gly Asn Pro Tyr Thr
5

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

<220>
<221>
<223>

120
10
PRT
secuencia artificial

origen

/nota="Descripcidon de la secuencia artificial:

sintético”

<400> 120
§1y Phe Thr Phe Thr Ser Thr Gly Ile Ser

5

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido

924



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

<220>

<221>
<223>

<400>

212

121

18

PRT

Secuencia artificial

origen
/nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido
sintético”

121

Gly Arg Ile Tyr Pro Thr Ala Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser val
1 5 10 15

Lys Gly

<210>
<211>
<21?>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

122
20
PRT
Secuencia artificial

origen
/nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

122

?1a Arg Thr Tyr §1y Ile Tyr Asp Leu Tyr val Asp Tyr Thr g;u Tyr
10

val Met asp Tyr
20

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

<220>

<221>
<223>

<400>

123
11
PRT
Secuencia artificial

origen
/nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido
sintético” :

123

Arg Ala Ser Gln val val Asp Thr Ser Leu Ala
1 5 10

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

<220>

<221>
<223>

<400>

124

7

PRT

Secuencia artificial

origen L . e _—
/nota="Descripcién de Ta secuencia artificial: péptido
sintética”

124

ier Ala Ser Ser Leu Ala Ser
5

<210>
<211>
212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

125

9

PRT

Secuencia artificial

origen L . o o
/nota='"Descripcién de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

125

GIn GIn Gly Ala Gly Asn Pro Tyr Thr
1 5



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

<220>

<221>
<223>

<400>

213

126
10
PRT
Secuencia artificial

origen
/nota="Descripcidén de Ta secuencia artificial: Péprido
sintético”

126

Gly Phe Thr phe Thr Ser Thr Gly Ile Ser
1 3 1¢

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

<220>

<221>
<223>

<400>

127
18
PRT
Secuencia artificial

origen
/nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido
sintético”

127

g1y Arg Ile Tyr gro Thr GIn Gly Ser Thr Ash Tyr Ala Asp s§r val
10 1

Lys Gly

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

<220>

<221>
<223>

<400>

128
20
PRT
Secuencia artificial

aorigen
/nota="Descripcidén de la secuencia artificial: péptido
sintético”

128

Ala Arg Thr Tyr g]y Ile Tyr Asp Leu I%r val Asp Tyr Thr gTu TYr
1 5

val Met Asp Tyr
20

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

<220>

<221>
<223>

<400>

129
11
PRT
Secuencia artificial

origen o L
/nota="Descripcidn de la secuencia artificial: péptido
sintético”

129

Arg ala Ser GIn val val Asp Thr Ser igu Ala
1 5

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

<220>

<221>
<223>

<400>

130
7

PRT 3 - - a
Secuencia artificial

origen
/nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido
sintético”

130



Ser Ala Ser Ser Leu Ala Ser
1 5

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

<220>

<221>
<223>

<400>

131

9

PRT

Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintétice”

131

GIn GIn Gly Ala Gly Asn Pro
1 5

<210> 132
<211> 125
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcidon de
sintético”
<400> 132
Glu val GIn Leu val Glu Ser
1 3
Ser Leu Arg 58U ser Cys Ala
Gly Ile ggr Trp val Arg Gln
Gly Arg Ile Tyr Pro Thr Ser
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
65 70
Leu GIn Met Asn ger Leu Arg
5
Ala Arg Ala Arg Thr Tyr Gly
100
Glu Tyr val Met Asp Tyr Trp
115
<210> 133
<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcidn de
sintético”
<400> 133

Asp Ile Gin Met Thr Gln Ser
1 5

Asp Arg val Tgr Ile thr Cys
2

Leu Ala Trp Tyr GIn Gln Lys

224

214

la secuencia artificial: péptido

Tyr Thr

Ta secuencia artificial: polipéptido

Gly Gly Gly Leu val Gin Pro Gly Gly
10 15

Thr Thr

30

Ala ser Phe Thr Phe

25

Gly Ser

Ala Glu

40

Pro Gly Gly Leu val

45

LYyS Trp

Gly ser Thr Asn Tyr Ala val

60

Asp Ser

Ala Thr Ser Thr Ala

75

Asp Lys Ash Tyr

Ala Glu Sgp Thr Ala val Tyr Tyr

Cys
95

Ile Tyr val Thr

105

ASp Leu Tyr TYyr

110

val
125

Gly GIn Gly Thr Leu

la secuencia artificial: Polipéptido

Ser Leu Ser Ala
10

Pro ser ser val Gly
15

Arg Ala Ser GIn Asp val Asp Thr ser
25 30

Pro Gly Lys ala Pro Lys Leu Leu Ile



35

Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr
50 55

ser Gly Ser Gly

Thr Asp fhe
65 70

Glu Asp Phe Ala ghr TYr Tyr
5

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys
100
<210> 134
<211> 125
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcidn de
sintético”
<400> 134
g1u val Gln Leu gal Glu ser
ser Leu Arg Egu Ser Cys Ala
Gly Ile ger Trp val Arg Gln
5
Ala Arg Ile Tyr Pro Thr Asn
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
65 70
Leu Gln Met Asn ger Leu Arg
5
Ala arg Ala Arg Thr Tyr Gly
100
Glu Tyr val Met Asp Tyr Trp
115
<210> 135
<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> origen
<223> /nota="Descripcién de
sintético”
<400> 135

isp ITe GIn Met Thr GIn ser
5

Asp Arg val ggr Ile Thr Cys

40

215

ser Gly val

Thr Leu Thr

Cys Gln GIn
90

val Glu Ile

105

45

Pro ser Arg Phe Ser Gly
60

Ile Ser Ser Leu Gln Pro
75 80

Ser Thr Gly His ggo GIn

Lys Arg

1a secuencia artificial: polipéptido

Gly Gly Gly
10

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Ile

Gly

ser

25

Pro

ser

ASp

Glu

Tyr

105

Gin

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

ASD

Gly

Leu Val GIn Pro

Gly Gly
15

Thr Thr

30

Phe Thr phe Ser

Leu Glu val

45

Lys Gly Trp

Asn Tyr Ala val

60

Asp Ser

Ser Thr Ala

75

Lys Asn Tyr

Thr Ala val Tyr Tyr Cys

Leu Tyr val Asp Thr

110

Tyr

val
125

Thr Leu

la secuencia artificial: polipéptido

Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
15

Arg Ala ser Gln Asp val Asp Ile Ser
25 30



Leu

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

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

<220>

<221>
<223>

<400>

?1u val Gln Leu

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Glu Tyr

<7210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

Ala

ser

50

Gly

Asp

Phe

Leu

Ile

Arg

50

Gly

GIn

Arg

grp Tyr Gln Gln Lys
5

Ala ser Phe Leu Tyr

55

Ser Gly Thr Asp Phe

70

Thr
85

Phe Ala Tyr Tyr

Gln Thr

100

Gly Gly Lys

136
125
PRT

Secuencia artificial

origen L
/nota="pescripcidn de
sintético”

136

val Glu ser

5

Arg Leu Ser Ala

20

Cys

ser val Gln

35

Trp Arg

Ile Tyr Pro Leu Tyr

35

Ile
70

Arg Phe Thr Ser

Met Ser Leu

85

Asn Arg

Ala Arg Thr

10

TYr Gly

val
115

Met Asp Tyr Trp

137
108
PRT

Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcién de
sintético”

137

?sp Ile GIn Met Ehr Gln ser

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys
20

216

Pro

Gly
40

LYyS

ser Gly val

Thr Leu Thr

Gin
90

Cys Gln

Glu Ile

105

val

Ta secuencia artificial:

Gly Gly

Ala ser

Gly
25

Ala
40

Pro Gly

Gly Ser Thr

Ala Asp Thr

Ala Glu Asp

90

Ile Tyr

ASp
105

Gly G1n Gly

la secuencia artificial:

Ala
Pro
Ile
75

Gly

Lys

Phe

Lys

His

Ser

75

Thr

Leu

Thr

Pro
ser
60

Ser
Ala

Arg

Gly Leu val
10

Thr

Gly

Tyr

50

Lys

Ala

Tyr

Leu

Lys
45
Arg

ser

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

val

val
125

Leu Leu Ile
Phe ser Gly
Leu GIn Pro

Ash Pro Tyr
95

Polipéptido

Pro Gly Gly
15

Ser Thr Thr

30

Glu Trp val

Asp Ser val

Thr Ala Tyr

80

Tyr Tyr

95

Cys

ASD Thr

110

Tyr

Polipéptido

Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
10

15

Arg ala Ser GIn Aasp val Ser Thr ala
25 30



217

val ala ;rp Tyr Gln GIn Lys Pso Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
5 4 45

Tyr Ser Ala Ser phe Leu Tyr Ser Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser ser Leu GIn Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Thr Tyr Thr Thr Ser Leu

85 90 95
Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg
100 105

<210> 138
<211> 125
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>

<221> origen o o i
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: polipéptido
sintético”

<400> 138
g]u val GIn Leu ga] Glu Ser Gly Gly Géy Leu val GlIn Pro Gly Gly
1 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Ser Thr
20 25 30

Gly Ile ger Trp val Arg GlIn an Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
5 45

Gly Arg Ile Tyr Pro Thr Ser Gly Ser Thr asn Tyr Ala Asp Ser val
50 55 60

Lys Gly Aarg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leuy GIn Met Asn ggr Leu Arg Ala Glu SBp Thr Ala val Tyr ;yr Cys
5

Ala Arg Ala Arg Thr Tyr Gly ITe Tyr Asp Leu Tyr val Asp Tyr Thr
10 105 110

Glu Tyr val Met Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val
115 120 125

<210> 139
<211> 108
<212> PRT
<213> Ssecuencia artificial

<220>

<221> origen . . L o

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: polipéptido
sintético”

<400> 139

Asp ITe Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser igr Leu Ser Alta ser val Gly
1 5 15

AsSp Arg val ggr Ile Thr Cys Arg gla Ser GIn Asp val ggu Thr Ser
5



218

Leu Ala ;gp Tyr GIn Gln Lys PEO Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
4 45

Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys G¥n GIn Ser Thr Gly His Pro GIn
8s 90 95

Thr phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg
100 105

<210> 140

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de la secuencia artificial: péptido
sintético”

<400> 140
?rg Ala ser Gln ?sp val Glu Thr Ser Leu Ala

<210> 141

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de la secuencia artificial: péptido
sintético”

<400> 141
ier Ala Ser phe Leu Tyr Ser
5

<210> 142

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 142
GIn GIn ser Thr Gly His Pro Gln Thr
1 5

<210> 143

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 143
Gly Phe Thr Phe Thr ser Thr Gly Ile sgr
1 5 1



224

218

<210> 144

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcioén de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<400> 144
Gly Arg Ile Tyr Ero Thr ser Gly ser Tgr Asn Tyr Ala Asp Ser val
1 1 15

Lys Gly

<210> 145

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

221> origen

«<223> /nota="Descripcidn de la secuencia artificial: péptido
sintético”

<400> 145
?1a arg Thr Tyr Gly Ile Tyr Asp Leu Tyr val Asp Tyr Thr Glu Tyr
5 10 15

val Met Asp Tyr
20

<210> 146

<211> 11

<2125 PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: préptido
sintético”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (5)..(5)

<223> /reemplazar="asp"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (6)..(6)

<223> /reemplazar="Ile"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (7)..(7)

<223> /reemplazar="Glu" o "Ser"

<220>

<221> VARIANTE

<«222> (8)..(8)

<223> /reemplazar="Ile"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (9)..(9)

<223> /reemplazar="Ser"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (10)..(10)

<223> /reemplazar="Leu"

<220>
«221> caracteristica_misc
<222> (5)..Q10)



220

<223> /nota="Los residuos consignados en la secuencia no tienen preferencia

. .con respecto a los indicados en las notaciones correspondientes a dichas
posiciones”
<400> 146

?rg Ala ser Gln ga] val asp Thr Ala ¥a1 Ala

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

<220>
<221>
<223>

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

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

<400>

147

7

PRT

Secuencia artificial

origen
/nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

VARIANTE
(1..(D
/reemplazar="Gly"

caracteristica_misc

(..

/nota="E] residuo consignado en la secuencia no tiene preferencia
con respecto a la notacidn correspondiente a dicha posicion"

VARIANTE
(6)..(6)
/reemplazar="Tyr"

caracteristica_misc
(6)..(6) , _ , _ ,
/nota="El residuo consignado en la secuencia no tiene preferencia
con respecto a la notacién correspondiente a dicha posicion”

147

ier Ala ser phe Leu Ala Ser
S

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

<220>
<221>
<223>

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

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

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

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

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

148

9

PRT

Secuencia artificial

origen
/nota="Descripcion de la secuencia artificial: péptido
sintético”

VARIANTE

(3)..(3)
/reemplazar="ser” o "Thr"

VARIANTE
(4)..(4)

/reemplazar="Tyr" o "ala"

VARIANTE
(5)..(5)

/reemplazar="ser"” o "Thr" o "ala"

VARIANTE
(6)..(6)

/reemplazar="His" o "Asp

o "Thr" o "asn"

VARIANTE
(7)..(7)

/reemplazar="pPro"” o "Ser

n



2%

221

<220>

<221> VARIANTE

<222> (8)..(8)

<223> freemplazar="Tyr" o "Leu

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (3)..(8)

<223> /nota="Los residuos consignados en la secuencia no tienen preferencia
con respecte a l1os indicados en Tlas notaciones correspondientes a dichas

posiciones"

<400> 148
Eln Gln Gly Thr Gly Ala Gln Ser Thr
5

o "Pro" o "GIn"

<210> 149

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de Ta secuencia artificial: pPéptido
sintético”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (3)..(3)

<223> /reempiazar="Thr"

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (3)..(3)

<223> /nota="El residuo consignado en la secuencia no tiene preferencia
con respecto a la notacion correspondiente a dicha posicidon”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (5)..(5)

<223> /reemplazar="Tyr" o “Ser" o "Thr"

<220>

<221> VARTANTE

<222> {6)..(6)

<223> /reemplazar="Gly" o "Thr"

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (5)..(6)

<223> /nota="Los residuos consignados en la secuencia no tienen preferencia
con respecto a 1os indicados en las notaciones correspondientes a dichas

posiciones”

<400> 149
Gly Phe Ser Phe grp Ser Thr Gly Ile ?Sr
1

<210> 150

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (6)..(6)

<223> /reemplazar="ATa" o "Leu" o "ser” o "Thr"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (7)..(D

<223> /reemplazar="GIn" o "Asp” o "Gly" o "Tyr" o



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

<220>
<221>
<222
<223>

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

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

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

222

"Ser” o "Asn” o "Phe"

VARIANTE

(8)..(8)
/reemplazar="Asp" o "Gly"

VARIANTE
(..

/reemplazar="ser"

VARIANTE
(10)..Q10)
/reemplazar="Phe" o "Thr" o "ser”

VARIANTE
An..n
/reemplazar="His" o "Asn" o "Ile"

caracteristica_misc

(6)..(11) .

/nota="Los residuos consignados en la secuencia no tienen preferencia
con respecto a 1os indicados en 1as notaciones correspondientes a dichas

posiciones”

<400>

150

Gly Arg Ile Tyr Pro Tyr Ala Ala Thr Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser val
1 5 10 15

Lys Gly

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

<220>

<221>
<223>

<400>

151

20

PRT

Secuencia artificial

origen
/nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido
sintético”

151

?1a Arg Thr Tyr g1y Ile Tyr Asp Leu {gr val Asp Tyr Thr Glu Tyr
15

val Met Asp Tyr
20

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

<220>
<221>
<223

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

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

<220>
<221>
<222>

152
11
PRT
Secuencia artificial

origen
/nota="Descripcion de la secuencia artificial: péptido
sintético”

YARIANTE
(5)..(5)
/reemplazar="asp"

caracteristica_misc

(5)..(3) . i ) . .
/nota="El residuo consignado en la secuencia no tiene preferencia
con respecto a la notacidon correspondiente a dicha posicidn”

VARIANTE
(7)..(D



223

<223> /reemplazar="Glu" o "Ser"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (8)..(8)

<223> /reemplazar="1Ile"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (D..(9)

<223> /reemplazar="Ser"

<220>

<221> caracteristica.misc

<222> (7)..(9)

<223> /nota="Los residuos consignados en la secuencia no tienen preferencia
con respecto a Tos indicados en las notaciones correspondientes a dichas

posiciones"”

<400> 152
?rg Ala ser Gln ga1 val Asp Thr Ala {81 Ala

<210> 153

<Z211> 9

«212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de la secuencia artificial: péptido
sintétice”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (.. (D

<223> /reemplazar="Gly" o "Thr"

«220>

<221> VARIANTE

<222> (4)..(4)

<223> /reemplazar="Thr" o "ala"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (5)..(5)

<223> /reemplazar="Gly

<220>

<221> VARIANTE

<222> (6)..(b6)

<223> /reemplazar="His'

<220>

<221> VARIANTE

<222> (7)..(7)

<223> /reemplazar="Ser”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (8)..(8)

<223> /reemplazar="G1n" o "Tyr

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (3)..(8)

<223> /nota="Los residuos consignados en la secuencia no tienen preferencia
con respecto a los indicados en las notaciones correspondientes a dichas

posiciones"

0 "Asn

o "Leu"

<400> 153

g]n GIn Ser Tyr Thr Thr Pro Pro Thr
5

<210> 154

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial



224

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido
sintérico”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (6)..(6)

<223> /reemplazar="teu"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (7)..(7)

<223> /reemplazar="Tyr" o "Ser" o "Gly" o "Ala" o "GIn"

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (6)..(7)

<223> /nota="Los residuos consignados en Ta secuencia no tienen preferencia
con respecto a los indicados en las notaciones correspondientes a dichas

posiciones”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (11)..(11)

<223> /reemplazar="His"

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (11)..Q11)

<223> /nota="El residuo consignado en la secuencia no tiene preferencia
con respecto a 1a notacidén correspondiente a dicha posicidn"

<400> 154
E]y Arg Ile Tyr Ero Thr Asn Gly Ser {Br Asn Tyr Ala Asp igr val

Lys Gly

<210> 155

<211> 10

<212> PRY

<213> Mus musculus

<400> 155
Ser Ala Ser Ser Ser val ser Tyr Met His
1 5 10

<210> 156

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 156
Ser Ala Ser Ser ?er val ser Tyr Met gés
1

<210> 157

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 157
keu Ala Ser GIn Thr Ile Gly Thr Trp igu Ala
5

<210> 158

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 158
Ihr Trp Ile Tyr Asp Thr Ser Ile Leu ?ga ser
5



<210> 159

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus muscuius

<400> 159
?rg Trip Ile Tyr Asp
5

<210> 160

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 160
&eu Leu Ile Tyr Ala
5

<210> 161

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 161
GIn Gln Trp Thr ger
1

<210> 162

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 162
GIn Gln Trp Ser Ser
1 5

<210> 163

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 163
%1n Gln Leu Tyr Eer

<210> 164

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 164
Gly Tyr Ser Phe ghr
1

<210> 165

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 165
g1y Tyr val Phe ;hr

<210> 166

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 166

Gly Tyr Ala Phe Thr
1 S

<210> 167

Thr

Ala

Asn

TYr

Pro

Asp

His

ser

Ser

Thr

Pro

Pro

Pro

Tyr

Tyr

Tyr

Lys

Ser

Leu

Pro

Trp

Asn

Asn

Asn

Leu

Leu

Thr

Thr

Thr

Met

Met

Met

225

Ala ser
10

Ala Asp
10

Tyr

Tyr

Tyr
10

275



226

<211> 20
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 167
Irp Ile Gly Tyr é]e Glu Pro Tyr Asn géy Gly Thr Ser Tyr Asp GIn
15

Lys Phe Lys Gly
20

<210> 168

<211> 20

<2172> PRT

<213> Mus musculus

<400> 168
Irp Ile Gly Tyr %19 Glu Pro Tyr Asn Gay Gly Thr ser Tyr ?gn Gn
1

Lys Phe Lys Gly
20

<210> 169

<211> 20

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 169 .
Irp Ile Gly Tyr §1e AsSp Pro Tyr Ile Egy Gly Thr ser Tyr ?gn Gln

Lys Phe Lys Gly
20

<210> 170

<211> 13

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 170
q1a ser Pro Asn Tyr Tyr Asp Ser Ser Pro Phe Ala Tyr
5 1

<210> 171

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 171
Ala Arg Gly GIn Gly Pro Asp Phe Asp val
1 5 10

<210> 172

<211> 13

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 172
?1a Arg Trp Gly gsp Tyr Asp val Gly Qéa Met Asp Tyr

<210> 173
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

220>

<221> origen .

<223> /nota="Descripcidén de la secuencia artificial: polipéptido
sintético”

986



227

<400> 173
?sp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly

Asp Arg val ;Br Ile Thr Cys Arg 91a ser Gln asp val ggn Thr Ala
5

val Ala Trp Tyr GIn Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gin His Tyr Thr Thr Pro Pro

85 90 95

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys

100 105
<210> 174
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> origen
<223> /nota="Descripcidn de la secuencia artificial: polipéptido

sintético”
<400> 174
Asp Ile Gln Met ghr Gln Ser Pro Ser igr teu Ser Ala Ser val Gly
1

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser GIn Asp val Ser The Ala
20 25 30

val ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr sSr Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly val Pro ggr Arg Phe Ser Gly
5 55

ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala g?r Tyr Tyr Cys Gln SAn Ser Tyr Thr Thr Sgo Pro

Thr phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys

100 105
<210> 175
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> origen . . L L
<223> /nota="Descripcidon de la secuencia artificial: Polipéptido
sintético”

<400> 175
Arg Phe Thr Ile ger Ala Asp Thr Ser k%s Asn Thr Ala Tyr igu Gln
1



Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
20

<210> 176
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuvencia artificial

<220>

<221> arigen

<223> /nota="Descripcion de
sintético”

<400> 176
Irp Gly GIn Gly ghr Leu val

<210> 177

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de
sintético”

<400> 177
g]y val pro Ser Arg Phe Ser
5

Leu Thr Ile ggr ser Leu Gln

<210> 178

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcién de
sintétrico”

<400> 178
?rg Phe Thr Ile ger Arg Asp

Met Asn Ser Egu arg Ala Glu

<210> 179

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 179
teu Ala val Pro ala Ala Asn
1 5

<210> 180

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 180
ier Asp val Glu Ehe His Cys

<210> 181
<211> 15
<212> PRT

328

228

Asp Thr ata val Tyr Tyr Cys
25 30

Ta secuencia artificial: pPéptido

Thr val ser Ser

la secuencia artificial: polipéptido
Gly ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
10 15

Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
25 30

la secuencia artificial: Polipéptido

Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
10 15

Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
25 30

Thr val Arg Phe Arg Cys Pro Ala
10 15

Lys val Tyr Ser Asp Ala Gln Pro
10 1



<213>
<400>

Homo sapiens

181

Tis Ala val Pro §1a Ala Lys

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

<400>

182

15

PRT

Homo sapiens

182

ier Asn val Glu Ehe Met Cys

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

<220>

<221
<223>

<400>

183
11
PRT
Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcidn de
sintético”

183

ésp Ile Cys Leu Pro Arg Trp
5

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

<220>

<221>
<223>

<400>

134

25

PRT

secuencia artificial

arigen o
/nota="Descripcién de
sintético”

184

Glu val 6in Leu val Glu Ser
1

5

ser Leu Arg %Su ser Cys Ala

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

<220>

<221>
<223>

<400>

185

13

PRT

Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintético”

185

Irp val Arg GTn Ala Pro Gly
5

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

<220>

<221>
<223>

<400>

186

30

PRT

Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcién de
sintético”

186

Qrg Phe Thr ITe ger Arg Asp

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu

229

Thr val Lys Phe Lys Cys Pro Ser
10 15

Lys val Tyr Ser asp Pro Gln Pro
10 15

Ta secuencia artificial: péptido

Gly Cys Leu Trp
10

Tla secuencia artificial: pPéptido
Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
10 15

Ala Ser
25

Ta secuencia artificial: Péptido

Lys Gly Lgu Glu Trp val
1

la secuencia artificial: polipéptido
Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
10 15

Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys



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

<220>

<221>
<223>

<400>

20

187
11
PRT
Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcidn de
sintético”

187

Trp Gly G1In Gly Thr Leu val
1 5

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

<220>

<221>
<223>

<400>

188
23
PRT
Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcidn de
sintético”

188

isp ITe GIn Met ;hr Gln ser

Asp Arg val ;Br Ile Thr cCys

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

<220>

<221>
<223>

<400>

Irp Tyr GIn Gln gys Pro Gly

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

<220>

<221>
<223>

<400>

189

15

PRT

Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcién de
sintético”

189

190

32

PRT

secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcién de
sintético”

190

g]y val Pro Ser Arg Phe Ser

5

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln

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

<220>

<221>
<223>

<400>

191

10

PRT

Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcidn de
sintético”

191

230

25 30

1a secuencia artificial: Péptido

Thr val Ser Ser
10

Ja secuencia artificial: Péptido

Pro Ser Ser Leu Ser Ala ser val Gly
10 15

Ta secuencia artificial: Péptido

Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
10 15

Ja secuencia artificial: polipéptido
Gly Ser Gly Ser Gly Thr asp Phe Thr
10 15

Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
25 30

la secuencia artificial: pPéptido

245



204
231

Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
1 5 10

<210> 192

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de la secuencia artificial: oligonucledtido
artificial”

<400> 192
gatccccgea tcaagetgcg gcatcattca agagatgatg ccgcagottg atgettttrt 60

ggaaa 65

<210> 193
<211> 65
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido
artificial"

<400> 193
gatcccctge acaacctcga ctactattca agagatagta gtcgaggttg tgcatttttt 60

ggaaa 65

<210> 194
<211> 65
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidon de 1a secuencia artificial: Oligonucledtido
artificial”

<400> 194
gatccccaac ctcgactact acaagattca agagatcttg tagtagtcga ggtttttttt 60

ggaaa 65

<210> 195
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidén de la secuencia artificial: Cebador
artificial”

<400> 195
gtcagatatc gtkctsacmc artctcowge 30

<210> 196
<211> 37
<2125 ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: cebador
artificial”

<400> 196
gatcgacgta cgctgagatc carytgcarc artctgg 37

<210> 197
<211> 27



232

<212> ADN ) i )
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de la secuencia artificial:

artiticial"

<400> 197
gtcagatatc gtgctgacme artctcc

<210> 198
<211> 37
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> origen

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial:

artificial”

<400> 198
gatcgacgta cgctgagatc carytgcarc artctgg

<210> 199

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de Ta secuencia artificial:
artificial”

<400> 199

gtacgatatc cagatgacmc artctec

<210> 200

<211> 37

<212> ADN .

<213> secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de la secuencia artificial:

artificial”

<400> 200
gatcgacgta cgctgagate carytgearc artctgg

<210> 201
<211> 21
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de la secuencia artificial:

artificial”

<400> 201
tttdakytcc agcttggtac ¢

<210> 202

<211> 43

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<221> origen

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial:

artificial”

<400> 202
acagtgggcc cttggtggag getgmrgaga cdgtgashrd rgt

Cebador

Cebador

Cebador

Cebador

Cebador

Cebador

27

37

27

37

21

43



<210> 203

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcién de
sintético”

<400> 203
Irp val Arg Gln §1a Pro Gly

<210> 204

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de
sintética”

<400> 204
?rg val Thr Ile ;hr Ala Asp

Leu Ser Ser Leu Arg Sser Glu
20

<210> 205
<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de
sintético”

<400> 205
Irp Gly GIn Gy Ehr Leu val

<210> 206

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidén de
sintético”

<400> 206
Trp val Arg Gln Ala Pro Gly
1 5

<210> 207

<211> 32

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de
sintético”

<400> 207

Arg val Thr Ile Thr Ala Asp
1 5

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu

233

1a secuencia artificial: peéptido

Gln Gly LSU Glu Trp Met Gly
1

la secuencia artificial: polipéptido
Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu
10 15

Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg
25 30

1a secuencia artificial: pPéptido

Thr val Ser ser

la secuencia artificial: Péptido

GIn Gly igu Glu Trp Met

la secuencia artificial: polipéptido
Thr ser Thr Ser Thr Ala Tyr Mmet Glu
10

aAsp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg



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

<220>

<221>
<223>

<4Q0>

20

208
11
PRT
Secuencia artificial

origen L.
/nota="Descripcion de
sintético"

208

Irp Gly GIn Gly Ehr Leu val

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

<220>

<221>
<223>

<400>

209

13

PRT

secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintético”

209

Trp val Arg GIn ala Pro Gly
1 5

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

<220>

<221>
<223>

<400>

210

31

PRT

Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintético”

210

Arg val Thr Ile Thr aAla Asp
1 5

Leu Ser 5Ser Leu Arg Ser Glu

<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

211
11
PRT
Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcién de
sintético”

211

Irp Gly GIn Gly Thr Leu val
5

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

<220>

<221>
<223>

<400>

212

13

PRT

Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcion de
sintético”

212

Irp val Arg GIn Ala Pro Gly
5

204

234

25 30

la secuencia artificial: péptido

Thr val Ser Ser
10

Ta secuencia artificial: Péptido

G1n Gly Leu Glu Trp Met
10

la secuencia artificial: polipéptido
Thr ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu
10 15

Asp Thr ala val Tyr Tyr Cys ala
25 30

Ja secuencia artificial: pPéprido

Thr val Ser Ser

la secuencia artificial: pPéptido

Gin Gly igu Glu Trp Met



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

<220>

<221>
<223>

<400>

213
30
PRT
Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcién de
sintético”

213

Qrg val Thr Ile Ehr Ala Asp

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu

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

<220>

<221>
<223>

<400>

214
11
PRT
Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintético”

214

Irp Gly Gln Gly Thr Leu val
5

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

<220>

<221>
<223>

<400>

215
14
PRT
secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcion de
sintético”

215

Irp Ile Arg GlIn Ero Pro Gly

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

<220>

<221>
<223>

<400>

216

32

PRT

secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintético”

216

?rg val Thr Ile Ser val Asp
5

Leu Ser Ser val Thr Ala Ala
20

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

<220>

<221>
<223>

<400>

217
11
PRT
Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcidn de
sintético”

217

Irp Gly GIn Gly Ehr Leu val

235

1a secuencia artificial:

Polipéptido

Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr met Glu
10

Asp ;hr Ala val Tyr Tyr
5

la secuencia artificial:

Thr val Ser Ser

la secuencia artificial:

Lys Gly Leu Glu Trp Ile
10

la secuencia artificial:

Thr Ser Lys Asn Gln Phe
10

15

Cys
30

Péptido

Péptido

Gly

pPolipéptido

Ser Leu Lys

Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg
25 30

1a secuencia artificial:

Thr val Ser Ser
10

Péptido



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

<220>

<221>
<223>

<400>

218

13

PRT

Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcioén de
sintético”

218

Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly
1 5

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

<220>

<221>
<223>

<400>

219

32

PRT

secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcion de
sintético”

219

?rg val Thr Ile §er val Asp

Leu Ser Ser val Thr Ala Ala

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

<220>

<221>
<223>

<400>

220
11
PRT
Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcion de
sintético”

220

Irp Gly GIn Gly Thr Leu val
5

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

<220>

<221>
<223>

<400>

221
13
PRT
Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcién de
sintético”

221

Irp Ite Arg Gln gro Pro Gly

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

<220>

<221>
<223>

<400>

222
31
PRT
secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcion de
sintético”

222

?rg val Thr Ile éer val Asp

Leu Ser ser val Thr ala Ala

236

la secuencia artificial:

Lys Gly igu Glu Trp Ile

la secuencia artificial:

Thr Ser &55 Asn GIn Phe

Asp ;?r Ala val Tyr Tyr

1a secuencia artificial:

Thr val Ser Ser
10

Ta secuencia artificial:

Lys Gly igu Glu Trp Ile

la secuencia artificial:

Thr ser &65 Asn GIn Phe

ASp ggr Ala val Tyr Tyr

Péptido

Polipéptido
ser Leu Lys
15

Cys Ala Arg
30

Péptido

Péptido

pPolipéptido
Ser Leu Lys
is

Cys Ala
30



<210> 223
<211> 11
<212> PRT
<Z213> Ssecuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de
sintético”

<400> 223
Irp Gly Gln Gly ghr Leu val

<210> 224

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcioén de
sintético”

<400> 224
Irp Ile Arg G1n Ero Pro Gly

<210> 225

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de
sintético”

<400> 225
Qrg val Thr Ile ger val Asp

Leu Ser ser gg] Thr ala Ala

<210> 226
<211> 11

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de
sintético”

<400> 226
Irp Gly GIn Gly Thr Leu val
5

<210> 227

<211> 14

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripciodn de
sintético”

<400> 227
Irp val Arg GIn Ala Pro Gly
5

237

la secuencia artificial: Péptido

Thr val ser Ser
10

la secuencia artificial: Péptido

Lys Gly kgu Glu Trp Ile

la secuencia artificial: polipéptido

Thr Ser Lys Asn GIn Phe Ser Leu Lys
10 15

Asp Thr ala val Tyr Tyr Cys
25 30

Ja secuencia artificial: Péptido

Thr val Ser Ser
10

Ta secuencia artificial: péptide

Lys Gly Leu Glu Trp val Ser
10

2h



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

<220>

<221>
<223>

<400>

228

32

PRT

Secuencia artificial

origen )
/nota="pescripcion de
sintético”

228

grg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
2 .

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
20

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

<220>

<221>
<223>

<400>

229
11
PRT
Secuencia artificial

origen o
/nota="0Descripcion de
sintético”

229

Irp Gly Gln Gly Ehr Leu val

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

<220>

<221>
<223>

<400>

230

13

PRT

Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcion de
sintético”

230

Irp val Arg Glin §1a Pro Gly

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

<220>

<221>
<223>

<400>

231

32

PRT

secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintetico”

231

?rg Phe Thr Ile ger Arg Asp

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
20

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

<220>

<221>
<223>

<400>

232
11
PRT
Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcion de
sintético”

232

{rp Gly Gln Gly Thr Leu val
3

238

la secuencia artificial:

Asn Ser L5s Asn Thr Leu
1

AsSp ;hr Ala val Tyr Tyr
5

la secuencia artificial:

Thr val ser Ser

Ta secuencia artificial:

Lys Gly &Su Glu Trp val

la secuencia artificial:

Asn Ser Lys Ash Thr Leu
10

Asp zgr aAla val Tyr Tyr

Tla secuencia artificial:

Thr val ser Ser
10

Polipéptido
Tyr Leu Gln

15

Cys Ala Arg
30

Péptido

Péptido

Polipéptido
Tyr Leu Gln

15

Cys Ala Arg
30

Péptido

245



<210> 233

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de
sintético”

<400> 233
Irp val Arg G1n Ala Pro Gly
5

<210> 234

<Z211> 31

<2125 PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota=""Descripcion de
sintético”

<400> 234

?rg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
5
Met Asn Ser Egu Arg Ala Glu

<210> 235

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcioén de
sintético”

<400> 235
Irp Gly Gln Gly Ehr Leu val

<210> 236

<211> 13

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de
sintético”

<400> 236
Irp val Arg GIn Ala Pro Gly
5

<210> 237

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de
sintético”

<400> 237
?rg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
b)

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu

239

Ja secuencia artificial:

Lys Gly &Su Glu Trp val

la secuencia artificial:

Asn Ser Lys Asn Thr Leu
10

Asp Thr ala val Tyr Tyr
25

la secuencia artificial:

Thr val Ser Ser
10

la secuencia artificial:

Lys Gly Leu Glu Trp val
10

la secuencia artificial:

Asn Ser L%s Asn Thr Leu
1

Asp Thr Ala val Tyr Tyr

244

Péptido

Polipéptido

Tyr Leu Gln
15

Cys Ala
30

Péptido

Péptido

Polipéptido
Tyr Leu Gln
15

cys



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

<220>

<221>
<223>

<400>

20

238

11

PRT )
Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintético”

238

Irp Gly GIn Gly Thr Leu val
5

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

<220>

<221>
<223>

<4005

239

14

PRT

secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintético”

239

{rp val arg GIn Ala Pro Gly
5

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

<220>

<221>
<223>

<400>

240

32

PRT

Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintético”

240

?rg Phe Thr Ile ger Ala asp

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
20

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

<220>

<221>
<223>

<400>

241

11

PRT

Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcidén de
sintético”

241

Irp Gly GIn Gly ghr Leu val

<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

242
13
PRT
Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcidn de
sintético”

242

Irp val Arg GIn Ala Pro Gly
5

240

25 30

Ta secuencia artificial: Péptido

Thr val Ser Ser
10

Ta secuencia artificial: péptido

Lys Gly igu Glu Trp val Ser

Ta secuencia artificial: polipéptido
Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu GlIn
10 15

Asp Thr ala val Tyr Tyr Cys Ser Arg
25 30

la secuencia artificial: Péptido

Thr val Ser Ser
10

la secuencia artificial: Péptido

Lys Gly igu Gtu Trp val



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

<220>

<221>
<223>

<400>

243

32

PRT

secuencia artificial

origen L.
/nota="Descripcion de
sintético"

243

Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp

1

5

Met Asn Ser Egu Arg Ala Glu

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

<220>

<221>
<223>

<400>

244
11
PRT
Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcion de
sintético”

244

Irp Gly GIn Gly Thr Leu vai
5

<210>
<211>
<212>
«213>

<220>

<221
<223>

<400>

245

13

PRT

Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcién de
sintético"

245

Irp val Arg GIn Asﬂa Pro Gly

<21(>
<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

246
31
PRT
secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcién de
sintético”

246

Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp
1 5

Met Ash Ser Leu Arg Ala Glu
20

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

<220>

<221>
<223>

<400>

247
11
PRT
Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcidon de
sintético”

247

Irp Gly GIn Gly ghr Leu val

241

la secuencia artificial:

Thr Ser Lys Asn Thr Ala
10

Asp ggr Ala val Tyr Tyr

la secuencia artificial:

Thr val Ser Ser
10

la secuencia artificial:

Lys Gly Leu Glu Trp val
10

la secuencia artificial:

Polipéptido

Tyr Leu Gln
15

Cys Ser Arg
30

Péptido

péptido

Polipéptido

Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
10 15

Asp ;hr Ala val Tyr Tyr
5

la secuencia artificial:

Thr val ser Ser

Cys Ser
30

Péptido



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

<220>

<221>
<223>

<400>

248
14
PRT
Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintético”

248

Irp val Arg GIn Ala Pro Gly
5

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

<220>

<221>
<223>

<400>

249

32

PRT

Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcion de
sintético”

249

?rg Phe Thr Ile Ser Ala Asp
5

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
20

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

<220>

<221>
<223>

<400>

250

11

PRT .
Secuencia artificial

origen o
/nota="bescripcion de
sintético”

250

Irp Gly Gln Gly Thr Leu val
5

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

<220>

<221>
<223>

<4Q0>

251

13

PRT

Secuencia artificial

origen o
/nota="pescripcion de
sintético”

251

Irp val arg Gln ?1a Pra Gly

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

<220>

<221>
<223>

<400>

252

32

PRT

Secuencia artificial

origen oL
/nota="Descripcidn de
sintético”

252

Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp
1 5

242

Ta secuencia artificial: péptido

Lys Gly Leu Glu Trp val ser
10

la secuencia artificial: polipéptido
Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
10 15

Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg
25 30

la secuencia artificial: péptido

Thr val Ser Ser

la secuencia artificial: péptido

Lys Gly &gu Glu Trp val

T1a secuencia artificial: Polipéptido

Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
10 15



243

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp ;hr Ala val Tyr Tyr gys Ala Arg
5 0

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

<220>

<221>
<223>

<400>

253
11
PRT
Secuencia artificial

crigen o
/nota="Descripcion de
sintético”

253

Irp Gly Gln Gly Ehr Leu val

<210>
<211>
<212
<21§>

<220>

<221>
<223>

<400>

254

13

PRT

Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcidn de
sintético”

254

Ta secuencia artificial: pPéptido

Thr val sSer Ser

Ta secuencia artificial: Péptido

Irp val Arg Gln ?1a Pro Gly Lys Gly igu Glu Trp val

<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

255

31

PRT

Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintético”

255

érg Phe Thr Ile §er Ala Asp

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
20

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

<220>

<221>
<223>

<400

256

i1

PRT

Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcién de
sintético”

256

Trp Gly GIn Gly Thr Leu val
1 5

<210>
<21i>
«212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

257
13
PRT
Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcion de
sintético”

257

la secuencia artificial: polipéptido
Thr Ser Lys Asn Thr ala Tyr Leu Gln
10 15

Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala
25 30

la secuencia artificial: péptido

Thr val ser ser
10

Ta secuencia artificial: Péptido

{rp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly kgu Glu Trp val
5



<210> 258
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcidn de
sintético”

<400> 258
?rg Phe Thr Ile Ser Ala Asp
5

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
20

<210> 259

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de
sintético”

<400> 259
Trp Gly GIn Gly Thr Leu val
1 5

<210> 260

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de
sintético”

<400> 260
Irp Tyr Gin GlIn %ys Pro Gly

<210> 261

<211> 32

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="pescripcidon de
sintético”

<400> 261

Gly val Pro Ser Arg Phe Ser
1 5
Leu Thr Ile ggr Ser Leu GlIn

<210> 262

<211> 10

«212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> origen

<223> /nota="Descripcion de
sintético”

<400> 262
Phe Gly GIn Gly Thr Lys val

244

la secuencia artificial:

Polipéptido

Thr Ser Lys asn Thr Ala Tyr Leu Gln

10

Asp Ehr Ala val Tyr Tyr
5

la secuencia artificial:

Thr val Ser Ser

la secuencia artificial:

Lys Ala P60 Lys Leu Leu
1

Ja secuencia artificial:

15

Cys
30

Péptido

Péptido

Ile Tyr
15

rolipéptido

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
10 15

Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
25 30

Ta secuencia artificial:

Glu Ile Lys

péptido



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

<220>

<221>
<223>

<400>

263

15

PRT

Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintético”

263

Irp Tyr Leu GlIn Lys Pro Gly
5

<210>
<211>
<«Z212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

264

32

PRT

Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcion de
sintético”

264

%1y val Pro Asp ?rg Phe ser

Leu Lys Ile ggr Arg val Glu

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

<220>

<221>
<223>

<400>

265
10
PRT
Secuencia artificial

origen ]
/nota="Descripcion de
sintético”

265

;he Gly Gln Gly ;hr Lys val

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

<220>

<221>
<223>

<40Q0>

266

15

PRT

Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintético”

266

Irp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly
S

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

<220>

<221>
<223>

<400>

267

32

PRT

Secuencia artificial

origen L
/nota="Descripcidn de
sintético”

267

g]y Ile Pro Asp ?rg Phe Ser

245

10

Ta secuencia artificial: Péptido

GIn Ser Pro GIn Leu Leu Ile Tyr
15

la secuencia artificial: polipéptido
Gly ser EAy ser Gly Thr Asp Phe Thr

15

Ala Glu Asp val Gly val Tyr Tyr Cys
25 30

Ta secuencia artificial: péptido

Glu Ile Lys
10

la secuencia artificial: Péptido

GIn Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr
10 15

la secuencia artificial: pPolipéptido

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
10 15

159)
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Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala val Tyr Tyr Cys
20 25 30

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

<220>

<221>
<223>

<400>

268
10
PRT
secuencia artificial

arigen L
/nota="Descripcion de
sintético”

268

ihe Gly GlIn Gly Ehr Lys val

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

<220>

<221>
<223>

<400>

269

15

PRT

Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintético”

269

Irp Tyr GIn GlIn Eys Pro Gly

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

<220>

<221>
<223>

<400>

270

32

PRT

secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcion de
sintético”

270

§1y val Pro Asp §rg Phe Ser

Leu Thr Ile ggr Ser Leu Gln

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

<220>

<221>
<223>

<400>

271
10
PRT
Secuencia artificial

origen o
/nota="Descripcidn de
sintético”

271

ihe Gly Gin Gly ghr Lys val

la secuencia artificial: Péptido

Glu Ile Lys
10

Ta secuencia artificial: Péptido

GIn Pro Pro Lys Leu Leu TIie Tyr
10 15

Ta secuencia artificial: Polipéptido
Gly Ser Gly Ser Gly Thr asp Phe Thr
10 15

Ala Glu Asp val Ala val Tyr Tyr Cys
25 30

1a secuencia artificial: Péptido

Glu Ile Lys
10
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REIVINDICACIONES

Un anticuerpo antagonista anti-FGFR3 aislado, donde el anticuerpo se une
al FGFR3 humano con una Kd de 1 X 107 o mas, donde el anticuerpo
inhibe la dimerizacion del receptor FGFR3 con otra unidad del receptor, por
lo cual se inhibe la activacion del receptor y donde el anticuerpo posee

actividad de citotoxicidad celular dependiente de los anticuerpos.

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con la reivindicacion 1,
donde el anticuerpo tiene la capacidad de destruir una célula de mieloma

multiple que comprende una traslocacion t(4;14).

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde el anticuerpo no induce sustancial

regulacién a menos del FGFR3.

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde una forma bivalente del anticuerpo no

posee funcion agonista sustancial.

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde el anticuerpo se une a un polipéptido
que comprende una secuencia de aminoacidos con por lo menos 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98% de identidad o similitud de secuencia con
la secuencia de aminoacidos LAVPAANTVRFRCPA (SEC ID NO: 179) y/o
SDVEFHCKVYSDAQP (SEC ID NO: 180).

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde el anticuerpo se une a por lo menos
uno, dos, tres, cuatro, o cualquier nimero y hasta la totalidad de los
residuos 154, 155, 158, 159, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169,
170, 171, 172, 173, 174, 175, 177, 202, 205, 207, 210, 212, 214, 216, 217,
241, 246, 247, 248, 278, 279, 280, 281, 282, 283, 314, 315, 316, 317 y/lo
318 de FGFR3 llib.



10.

1.

12.
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El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde el anticuerpo inhibe la actividad
constitutiva de FGFR3.

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con la reivindicacién 7,
donde la actividad constitutiva de FGFR3 es una actividad de FGFR3
dependiente del ligando.

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con la reivindicacién 7,
donde la actividad constitutiva de FGFR3 es una actividad de FGFR3
independiente del ligando.

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde el anticuerpo anti-FGFR3 inhibe (a)
FGFR3-I1IbR#4C ¥ ® yno o mas de FGFR3-IIID*®%E FGFR3-1Ib"*7*C,
FGFR3-IlIb%#% y FGFR3-11Ib%*7%C.

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde el anticuerpo comprende:

(i) HVR-L3 que comprende la secuencia QQX X,X3X4XsXeT, €n ia ‘cual
X1esG, SoT, XsesT,YOA XaesG, S, T,0A XsesA H D, T,oN, Xs
esQ,PoS, Xses S, Y, L, PoQ (SEC ID NO: 148),

(i) HVR-HZ2 que comprende la secuencia
GRIYPX 1 XoX3XaXsXsYADSVKG, enlacual Xses Y, A L, S, 0T, Xaes A, Q,
D,G,Y,S,NoF, X;es A, D, 0G, XsesToS, XsesK, F, T,05, Xges Y,
H,Nol (SEC ID NO: 150), y

(i)  HVR-H3 que comprende la secuencia ARTYGIYDLYVDYTEYVMDY
(SEC ID NO: 151).

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde el anticuerpo comprende:

(i) HVR-L1 que comprende la secuencia RASQX1XX3X4X5 X6A, en la
cual X;esVoD,XoesVol, XsesD EoS, XsesTol, XsesAo Sy Xges
VoL (SEC ID NO: 146),
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14.

15.

16.

17.
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(i)  HVR-L2 que comprende la secuencia X1ASFLX;S en la cual X5 es S
oGand X;es Ao Y (SEC ID NO: 147), and

(i)  HVR-L3 que comprende la secuencia QQX XoX3XsXsXgT, €n la cual
X1esG, SoT, X:esT,YOA X3esG,S, T,0A XsesA H D, T,oN, Xs
esQ,P0S XsesS, Y, L, PoQ (SEC ID NO: 148).

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con la reivindicacion 1 o
12, donde el anticuerpo comprende:

(i) HVR-H1 que comprende la secuencia GF X FX2X3TGIS, en la cual X4
esSoT, X2esW,Y,SoT, X;esS, G, 0T (SEC ID NO: 149),

(i) HVR-H2 que comprende la secuencia
GRIYPX 1 X2X3X4XsXgYADSVKG, enfacual X1es Y, A L, S, 0T, Xoes A, Q,
D,G Y, S NoF X;esA, D, 0G, XsesToS, XsesK,F, T,05, XsesY,
H,Nol (SECID NO: 150), y

(il HVR-H3 que comprende la secuencia ARTYGIYDLWDWEWMDY
(SEC ID NO: 151).

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con la reivindicacion 12,
en el cual HVR—-L1 comprende la secuencia RASQX{VX2X3X4VA, en la cual
XiesVoD, X;esDo0oS, XsesTol Xses Ao S (SEC ID NO: 152).

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con la reivindicacion 12,
en el cual HVR-L3 comprende la secuencia QQX X2X3XsXsXsT, €n la cual
X1es5S, G oT,XesY, T,0A XzesToG, XsesT,HoN, XsesPo S, Xg
esP,Q, Y, oL (SEC ID NO: 153).

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con la reivindicacién 13,
en el cual HVR-H2 comprende la secuencia GRIYPX;X2GSTX3YADSVKG,
enlacual XsesTol, X;esN, Y, S, G A 0Q; Xses NoH (SEC ID NO:
154).

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde el anticuerpo comprende una region
variable de cadena pesada que comprende SEC ID NO: 132 y una region
variable de cadena liviana que comprende SEC ID NO: 133.

288
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El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en el cual por lo menos una porcidén de la

secuencia marco es una secuencia marco de consenso humana.

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con la reivindicacion 18,

en el cual el anticuerpo comprende K.

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con la reivindicacién 18,
donde el anticuerpo comprende una secuencia marco de consensc humana
de cadena pesada del subgrupo IlI.

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde el anticuerpo es un anticuerpo

monoclonal.

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde el anticuerpo es seleccionado del
grupo que consiste en un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado,
un anticuerpo con afinidad madurada, un anticuerpo humano, un anticuerpo

biespecifico y un fragmento de anticuerpo.

Un polinucleétido que codifica un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de

las reivindicaciones precedentes.

Un vector que comprende el polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion
23.

E! vector de acuerdo con la reivindicacion 24, donde el vector es un vector

de expresion.

Una célula huésped que comprende un vector de acuerdo con la

reivindicacion 24 6 25.

La célula huésped de acuerdo de la reivindicacién 26, donde la célula

huésped es procariota.
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29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.
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La célula huésped de acuerdo de la reivindicacidn 26, donde la ceélula
huésped es eucariota.

La célula huésped de acuerdo de la reivindicacién 26, donde la célula

huésped es de mamifero.

Un metodo para la preparacién de un anticuerpo anti-FGFR3, método que
comprende cultivar una célula huésped que comprende un polinucleétido
que codifica el anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1-22 para que la expresion del polinucledtido y, opcionalmente, recuperar el

anticuerpo del cultivo.

El método de acuerdo con la reivindicacion 30, donde la célula huésped es

procariota.

El método de acuerdo con la reivindicacion 30, donde la célula huésped es

eucariota.

Una formulacion farmacéutica que comprende el anticuerpo de acuerdo con
cualquiera de las reivindicacicnes 1-22 y un vehiculo farmacéuticamente

aceptable.

El anticuerpo antagonista ant—FGFR3 de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1-22 para usar como medicamento.

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1-22 para usar en el tratamiento del cancer.

El anticuerpo antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-22 para usar en la inhibicion de la proliferacion celular o

para reducir hasta el agotamiento las células de mieloma multiple.

El uso del anticuerpc antagonista anti-FGFR3 de acuerdo con cualquiera

de las reivindicaciones 1-22 en la elaboracién de un medicamento.
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39.
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El uso de acuerdo con la reivindicacion 37, donde el medicamento es para

el tratamiento del cancer.

El uso de acuerdo con la reivindicacion 37, donde el medicamento es para
inhibir la proliferacion celular o la reduccion hasta el agotamiento de células

de mieloma multiple.

21
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RESUMEN
La invencion presenta anticuerpos de FGFR3 y composiciones que los
comprenden y métodos para usar estos anticuerpos.

Q67
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Clon_184.6.1.N

r
VE -
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLESCAASGFTF TS TGISWVROAPGRGLEWV
GRIYPTSGSTNYADSVRGRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
ARTYGIYDLYVDYTEYVMDYWGOGTLY (8EC ID NO_: 132)

VL . ,
DIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVDTSLANYQORPGRAPRII TYSASFLYS
GVPSRPSCSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQOSTGRPOTFGOGTRVEIKR  (SEC ID NO:133)

Clone 184.6.58

VH

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLECAASGPTPTSTGI SWWRQAPGRGLEWV
ARIYPINGSTNYADSVRGRFTISADTBENTAYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
ARTYGIYDLYVDYTEYVMDYWGQGTLV (8EC ID NO3134)

DIQMIQSPSSLSASVGDRVT ITCRASQDVDI SLAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYS -
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY YCOOGAGNFY TFGOGTKVEIRR . {SEC ID NO:135)

Clon_184.6.62 ,

VH , : -

. EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTTGISWVRQAPGKGLEWV
ARTYPLYGSTHYADSVKGRPTISADTSRNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
ARTYGIYDLYVDYTEYVMDYWGQGTLV (SEC ID NO:136)

DIOQMTQSPSSLBASVGDRVTITCRASQDVSTAVANYQORKPGRKAPRLLIYSASFLYS
GVPSRFSGSGEGTDFTLTISSLOPEDFATY YCQOTYTTSLTPFGOGTKVEIKR (SEC ID NO:137)

Clon._184,6.1.NS D30E

EVQLVESGGGLVOPGGSLRL.SCAASGPTFTSTGISWVRQAPGRGLEWV
GRIYPTSGBTNYADSVKGRITISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
ARTYGIYDLYVDYTEYVMDYWGQGTLV (SEC ID NO:138)

VL ' .
PIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVET SLAWY QQRPGRKAPKLLIYSASFLYS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOOSTGHPQTFGOGTRVEIKR  (SEC ID NO:139)

FIG. 2A



258

Clon_1G8 |
HVR-Hl:.stETDYm' (séc ID NO:164)

HVR-H21 wisyimuscffs'rﬁoxrxc (SEC ID MO:167)
HVR-H3: ASPNYYDSSPFAY (SEC ID NO:170)

| HVR-L1: SASSSVSYMH (sec ID NO:155)

HVR-L2: TWIYDTSILAS (sec ID NO:158)

HVR-L3: QOWTSNPLT (sic ID NO:161) = -

Clone 6G1 |
HVR-Hls GYVPTHYNMY (sec ID NO:165) -
HVR-H2+ WIGYTEPYNGGTSYNQKFKG. (sec ID NO:168)
'HVR-H3t ARGQGPDFDV (sec ID no¥171)_
HVR-L1: SASSSVSYMH (SEC ID NO31156)
HVR-L2: RWIYDTSKLAS (sec ID NOs159)

HVR-L3: QQWSSYPPT (sec ID NO:162)

Clone 15B2

HVR-H1: GYAPTSYNMY (sec ID ﬁo:lss)- |
 HVR-H2: WIGYIDPYIGGTSYNQKFKG (sec ID NO:169)
HVR-H31 ARWGDYDVGAMDY (sec ID NO:172)
HVR-L1: LASQPIGIWLA (sec ID NOs157)

HVR-L2s L;.-xmmémn (sec ID NO:160)

HVR-L3s QQLYSPPWT (SEC ID.NO:IGS)

" FIG.2B
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Aceptora

A EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAA

QVQLQESGPGLVRPSQTLSLTCTV

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS

QVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFT
. QVQLVQSGABRVKKPGASVRKVSCKAS

QVQLVQSGAERVKRKPGASVEKVSCEKAS)
QVQLVQSGAEVRRPGASVKVSCKAS

QVQLQESGPGLVRPSQTLSLTCTVSGGSVS
QVQLQESGPGLVRPSQTLSLTCTVS[
QVQLQESGPGLVRPSQTLSLTCTVS

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAA
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAA

~Hl-

"=Hl=-
«Hi~
-Hl-

B EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAA

C  EVQLVESGGGLVQPG

Segunda aceptora

A RVQLVESGGGLVQBGGSLRLSCAASGFNIK
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B RVTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR| -H3- GQGTLVTVSS SEC |D NO.: 20, 206-208
C. RVTITADTSTSTAYMRLSSLRSEDTAVYYCA -H3- GQGTLVIVSS SEC IDNO.: 21, 209-211
D RVTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC -H3- GQGTLVTVSS SEC 1D NO.: 22, 212-214
i ) -
A RVTISVDTSKNQFSLRLSSVTAADTAVYYCAR -H3- GQGTLVTVSS SEC [D NO.: 23, 215-217
B RVTISVDTSRNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR -H3- GQGTLVTVSS SEC:|D NO.: 24, 218-220
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8/36

Secuencias Marco de la cadena liviana de huMAbdDS-8

LC-FR1  lasp Ile Gln Met Thr Gl Ser Pro Ser Ser Leu Sef Ala Ser val Gly
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cye?® (SEC ID NO: 42)

LC-FR2 ¥1rp Tyr Gln Gla Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lye Leu Leu ile 'l'yr"9
{(SEC ID NO: 43)

LC-FR3 57Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr
Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glm Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cyss
(SEC ID NO: 44)

LCFR4  %Bphe Gly Gln Gly Thr Lye val Glu Ile Lys'®? (sec ID KOs 45)
Secuencias Marco de cadena pesada hUMM

HC-FR1 1Glu Vval GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro 6ly Gly
: 8er Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala 8er®> (SEC ID KO: 46)

HC-FR2 37rp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val4®
' (SEC ID NO: 47)

HC-FR3 ®farg phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
Met Ren® ser®®® reu® arg®* ala ¢lu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys®?
(SEC ID NOs 175)

HC-FR4 197rp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr val Ser ser!3 (Sgc 1D NO: 176)

. Secuencia Marco de WDS-S de c. liviana Medificada en la posicién - 8§ {subrayada)

LC-FR1 lasp 1le Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
" Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys?® (sec ID NOs 42)

LC-FR2 357rp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile ';r.'yr"9
{SEC ID NO: 43)

LC-FR3  %7gly val Pro Ser Arg Phe Ber Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys®®
(SEC ID NOs 177)

LCFR4 *Sphe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys!®? (sec ID NO: 45)
Secuencias Marco de huMAMDS-Gl de c. pesada modificada en posiciones 74,73 y 8 (subrayadas)

HC-FR1 1Glu val Gln Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser?® ({SEC ID NO: 46)

HC-FR2 3rrp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val‘®
(SEC ID NOs 47)

HCFR3 ®*Arg Phe Thr Ile Ser Arg Aep Asn Ser Lys Asa Thr Lew Tyr Leu Gln .

Met AsnS3 Ser83a LeuB3b Arg83c Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
cys®? (sgc ID BO: 178)

HC-FR4 - 103prp Gly ¢in €ly Thr Leu Val Thr val Ser Serl? (SEC ID.NOs 176)

FIG. 6
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Bngard & Castio

BOGOTA - COLOMBIA

- PODER

Yo (rostins

domiciliadofs) éh

Nombro(amios) & JUAN PABLO GADENA SABMIENTO
ylo BEATRIZ. JARAMILLO. yio CARLOS . PALACIO.
EASTMAN. ylo HECTOR GOMEZ MENA, d5 Bogots
Coloriiota, apoderados Vardaderos- 'y_legales. ‘con poder-
6Spuctal, ‘arnplio yrsuficibe, -péra. fecalir de-Jds oficinds-y
AaRtoridades. colombishas adimifisirativas, Judickles F -l
polictd, &1 EudlgUiér instandia o teciiso; . obtéh@ish do
pafentes de lnvencién, registros: de. :marcas; disefios.
industriales, modgloy de ufiidad; ‘depésitas de nombras
comiercidles iy enseites; registros. de dereetos. 48 aulor v
contratos sobig i milsrics;. bbtentisn e serfficadios de:
abtent gt 6o

térvenll Ghimd:

< pEpERy;:

onffélos: de. . PrEpare; prosecute and oy restives O1 ally. knd, 1o act
=8, plaTtRf: o défenidant in ang instdnde Or recoutss; and -

POWER OF ATTORNEY
| (We) Gerienitech, i,
1 DNA 'Way

domicfledln  South San Francises, Califoria 940804990
UsA

Hereby sppdints JUAN- PABLO CADENA ‘SARMIENTO: .

andlor BEATRIZ JARAMILLG andior CARLOS.
PALACIO EASTMAN and/or HECTOR GOMEZ MEJIA, of
Bogold, Colombia, my {our) true gnd Tawhi altomeys. with
special, ample: and sufficient power 19 obiain from the

‘Colombian administrative, Judicial and police offices and,

authoritied, In -arly instanice, privileges of paferits of
Invenillon, registration of trademarks, industrial designs: and
uliity models; registration’ of commerclal names and
‘emblems; registration of copyright and contracts related

well- 35 extansions, reriewsls ind recordal of assignmients

-Hnd 'ch‘ahgjef{; of hame and domiclle telatad to-the above: to

ecite ahid rogister licerses of any kirid: to act

therato, certiicaius of shigiers of vegelables varietiss, as:

258

=3

- demindaiie :6: beiho, Yomandadn it coalqUisr instandl, §
{ §sourserante cudlguler; juez; comoraclén; fimcionalic publico

bifore: afiy judgde, eoiporation, public official of authrity. in,
Judicial, admlfistiitive A1d Ppolice -actions, &ligh as:
oppositions to the registration :6f trademarks; caduéity,

i

| Herechosieoncadides o vn clirso e, Gor
~clase de ‘documeritos 'y valores, daiido €| déscargo

- ii3dde log pasos Hee

-+ dpodaTads idisiales & extEbdiciles.
" Otorgido yAirnado'er g

™o auforidad ‘on acclones. judidiales; administrativas v, de.
: ‘ areas;;

I I:&ad. came n- §i (flgn :

% apsiones deVidas de. I btenicion
Sxplotacion 4o, licsiicias atkiones «de: coimpetanicia desl:
demandas pendles; @cclongs de Jndemnlzacish  de

_ ‘perjicios; reclamos -y observaciones .& soliciudes de

paterles; diseffos: industfiales, modelos-de- liidad, ‘en f
ejerciciy -de medides cautelares:y. 6ni oitas HCCibNes o
mrdidas gimilades;

e
A 6816, 81Beto, lo(s) fatulfofamos) pata -elevdr solictoges,
fofuldf  deschipcionds,  efifiiaridas,  prolastad,
declaraciones, oposiciones, fancelacicnes, inlidades,
‘apslaciones y reclamos; pagar impuesios, cudtas y

gravimeies prosclos per Ta ley;. renundiar o desisiit- a
B ¢orcesIon; reclhif toda

ZGEpBCIVG, , o

NBFE], ard ‘ddr dMtd dichds -afletidades
854riog 4l eléety indicado'y tormar toiés
las medidas que-creysren.conducente’s af resguarto de mis
{nusstros intereses); con-todas las demis Tacultades lagales
Necesartas:

- 8t poder compirends fataculiad de-taitficar b confitmaren

'mit {fuestro) nombire; bo; adtuade asi como, lg fHcultad e
v dasisti; ifarislgl, coimipromveter, :1d de sustiulfo’an:todo b
6n e revochr sUSHIGHHEE. ASIMISHTG Hombio(amos)
a JUAN PABLO CADENA SARWIENTO. j/o:BEAN

R P

By e g g

Firma

PALACIO EASTIMN viff#
), on!igfare

I

candellafion and nuffty. acfiensiclaim actions derived:from
ifie" obaining or explotalion; of ficenses, ‘acfion- of urfair
comipetition; -grimngl, pocesdings or payrient of
daliages: Slaifs: or-ABserVAlohS ;on: atent dpplicaitions,
fiodsls, IndaStial Hesighs andiuimy iiodsls] inthe $xarciss
of praveritive: measuies and i Bihér H606HS or BIRilET
proceedings,

To 1t effect they hersby sipowsred to Tile applications,
formiufits descdptions, anfendfiants, protests, decidrations,
oppokitishs, cancélations, fullifies, sppedls and dldims; to
pay laxes, ‘quolas -and assessments prascribed. by law;
fenounca “or walve the rights granted or In ithe process of
granting; to racelve ali Kinds of Hocumeniisand: valuables,

ging the respactive relédsel of raceipt, and, in:gerieral, to"

take:befors suld ailthorities the' ncessary steps o such
offedt, arid-any msastres. that they may deem pertinent 1o
fhe sateguard of fy (our) Inférest(s) with all the othet
necessary legial- poweris..

This power includes he. facuRy 16 ratity or confim desist,
settleand compromisesdiv:my {our) behalf, ahd to substitité
this'power'ln whale: ar-in;part and fo revoke substitutions. At

1" sams tms BT {We) hevaby agipoinis JUj

. . 2

eV CARLOSH. PALAGIO EASTIMAN andiér HECTOR
‘GOMEZ MEJIA, domiciledIn Caitera No. f6:56, Flso9;
my  {our) attomey{si¥in fact, with po 5,46 receive:
notftcalions and 34 designate./Judicial fand”exvrejudicial
attorneys.. W

é;;it.e{jﬁﬁ-misca,:cmfomm

ey

i IeimOthy' R;/ hw,ar:t:z) .
e Seetion Bopint Counged
" Burhorized’ Corporate S¥F

Ermﬂarii".f/ﬁ;j{} dméy
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e : N PABLO .
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Genentech, Ing. hereby authorizes any of Janet B. Hasak, Mark T Kresnak, Jeffrey §.
Kubingc and Timothy R.:Schwartz, forso Tong as theyerémain employees, of Geneatech,
Inc., to execute, on its behalf, any submissions associated with the. filirig, prosecution,
granfing; and extension and mlatenande of grant.of patent and trademark applications-in
the.U.S. and foreignconntries, contracts relating tobiological deposits with the American.
Type Cultire Collection, and assignménts: to pisblishers of copyrights coveting works.
authored by Genenteth,eriployess. } )

August'27, 2002 ‘ _ o,

Dated Sean A Johnston
Vice President,Intellectual Propexty
Genetiteeh, JHc.
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APOSTILLE

;(“-Gonven‘ﬁon.de La if*‘i‘a};e th S%G'Etbbﬁé 1967).

1. Coynlry: Unifed States of America
This:public doctmeht

& -has-been signed by AIDA MICLAT GUAM
3 -acting indhe:capacity of Notgiy-PUblig; State-of Califomia

4. hearsiha:seal/stamp of MDA MIGLAT GUIAM-Ntary Public,
State, of Californis:

- ) CERTIFIED
&. At Sacramepio, Galiforii
6. ¥ho 5t dayrol Docemblr, 2005
7. by Depuy Secretary o Stale, Stale of Caiforia
8. No. 267083
8. Seal/Stamp:

10, Signatura.
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TRABBCCION AL ESPANOL det Documento: de Podet otorgado por Genentech,
Inic. doitiiciliada &ri 1 DNA Way, South San Francisco, California 94080-4990,
Estados Unidos de:América, ’

43 33

ESTADG DE GALIFORNIA
SECRETARIADE ESTAGO

. APOSTILLA
{Convencith de i Haya dél 5 de Qctubre de 1967)

- Pals Estadds Unidos dé América

Estd daéumento plibtico

hier Sido fimmado por ABAMIGLAT GUIAN

-actuando en capacidad e Notario:Puiblics; Estadode Satifornid
lleva et selioftimbre.ds AlfiA 'Mié:mT':GumM. Notarfo Piiblico
Estado deCalifsmia. -

CERTIFICADG

'en Sacramenits, Cliformia

et 15.de diciembre:de:2005

por-el Secietario de Estado Delegado, Estadode Califorria
No; 267983 '
Selloffimbre

“40. Firma

s L [Firia)
# 4 Secretario de Estady




RECONOCIMIENTO TODO-PROPOSITO DE CALIFORNIA

Estado de California ) i
- 188 :
Condado-de SanMateo )

El'6 dg ‘diciembre de-2005, ante mi, AIDA. MICLAT GUIAM, aparecis 5pe‘r_s_ar_1a"lm,ente'

Thimety R. Sthwartz

Hay ynselle gue. dice;
AIDAMICLAT GUIAM

. COMISION # 14566612

HNotaria Publico-Califarhia
“Condado de.San:Mateo

Mi comisfon.expira Di¢: 8 de 2007

Titulo.6tipo de dotimentd:

O a'quien conozeo personalmerite

B quiep. demosttd anle. mi en base a
evideficia satistactora serla persona cuyo
norbre. esta suscrito en @l instrumento i
quieh reconoclt ante mi gtie elecutd el
Thismo en su capacidad autorizada; ¥ ‘que
por sy:firma en e instrumenta la persona o
la entidad a nombre de 4. cual fa persona
actué, ejecutd-elinsirumento.

Atestiguz mi firma § seflo oficial,

ADAMICLATGUIARM

bt pmt i ennie i OP CHONAL E———
Harigue o infdniddiin en esia seotion o ex requeride pofta ey, puedk protiy

o ‘ -prevoitinli cathockiny talheali frmia
Desciipeidh adiclonakde cualquier documento a

iy da B toia  pirg docamento piede
exy

FachadelDocuments: C

 Nirero de paginas;

Firmaote(sf diferente(s] a {los)ombradefs) arrba
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Capacidad(es) RelyIndicadia(s) pot-e! (fos}firmantefs)

Tdiiddo-
thha‘onafr’pﬁdtnﬁm!hﬁo— Tindlofs):

Sodio~ (hitade-[J General .
Abogads dé-hechs !
Fideicomisario
Guardidn.o conservador i
Otro,

gnpoooog

" Huglladndice ]
" derichio dal fimante: |
Pedt o7 Gal dedo Sl

Bl fitmante representa;




AUTORIZACION

Banentsch, fic. pot fa prasente‘ autoriza a cualquiera. de Janet &, Hasak, Mark T.
Krasmak, Jeffrey . Kubinec: iy Thomty R ‘Schwartz, ijentras pemaheZcan como
empleados de Genentech;, $nc & e;ect:ftarT 8 st ndfnbre, cualquler soiicitud
Bsociada con presentasién, . 'prbéesam:eﬁfog cotsecueidn,, § exfensidn -y
mantenimisrite idé. concasidn de Solicitlides. de: paien‘te ¥ marcy reglstraéa‘ enflos
Estados Unidss ¥ palses extranjeros, .contrat’os relacionados con &epbsrtos
Blolbgiess cof 1a Célecditn Amercana:dé; Tipo di Guitivo, v éesiotigs.a publicistas

‘de derééhos de -autor que: cﬁbr‘a‘n los tratiajos de -autoria de jog empleados de

Geanentech.

22002 ___ {Fimal

f? e Agosts:

Fechado : Gean A Johnston.
Vicepresiderite, Propistad iritelectual
Genefitech, Inc.

a¥




Ny T

LY

A ﬁljﬂﬁtluﬁ
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Country: United Statas of America
This public Hocument:
has been signed by Harrdet Smith Windsor

acting £n ‘kthe capacity of Searstaiy of Stife.of Delaware

bears the sealfatamp of éf-flsce of Secratary of Stafe

¢
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- Bertified

at Dover, Delawars

the twenty-fourth dhy of May, A.D: 2005

by Secretary of State; Deliwithe DEpifthest of Statre

No. 0254030

Seal/Stamp: 10. Signature’

Sooretary of Siatoe
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‘The First State

I, MARRTET SHITH WINDSOR; SECRETARY OF STATE OF TEE STATE OF
DELARARE, DG 4EREBY. CETIFY THE ATTACHED IS & TRUE AND CORRECT
COPY OF THE RESTATED CHRIIFICATE OF WGENENTECH, INC.", FILED N
THIS OFFICE OF YEE THERTY-SECOND DAY OF JULY, A.D. 1099, ar §
CrELOCK B M.

LA

{—-) I b ol

2132549
05042650%
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. dbes hereby amend:tbe Gertificatd of Thedrporation.of the &

h
AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION -
GENENTECH, ING.
Geneatech, ine. (the “Corporation™), a corporstion orgenixed end existag
under and by viitue of she-Gefieral Corporation Law:ofithe State.of Delawire,

orfginatly filod on December 23, 1986 urille. fis name “Genentich Delaware,

0. and subsequendy amicaded,

“The Certificaib 6f Licorpotafion sFikie; Cotporaiion if icrey restatediand
Turther stonded ty sead in 18 eftirey agfollows:

ThemaofﬁiaCmpombnu Grenenti
| armrerme

Thie-address of the registered office oF the Corporation jn thie Stito.of
Delawarsjis Corporation Service Compang, 1013 Centre Rosd, Cley.of
Wiltington, Cotrity of Now Castle, Delaware. 19805, The Hamie,of it teglstered.
agent;at mch eddress is Corporation Sexvics Corapany:.

-

The purpase ofithe Cotporstion I 2o engapein sy liwfbl actiov. sctivity
for which oorporafions miay be orgenized under the Genecnl Corporiition Law of
the State of Delaware as the sama-existy of sy havéaffer be fmendad (“Delaware

STATR OF DRIAWARE
. SECRETARY OF STATE
DIVISTON CF CORPORATIONS
FILPD 09:00 AH G71/28/1599
001302351 - 2112549
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' ARTICUE S

SkcoN4.01, chmﬂ ‘Stock. {5) The Chrporation Is autlisized to st
TWO! dawesofsloc‘ktobedemgnmd.mmdy preforredisfockand eominion
‘stodk. - Thetotal imibe of shaves which the Coayporation isauthorized to Tasus iy
Sour hundred wiillion {400, 000,000) shinres. Gnu tiundred miliion-(] WD,GOD 0003
shired ghill be designated preferted stk e vglua- 02:per shars (“Preferred
Stock”). Thirse hindréd miflion cfoo.ooo.ooo) shirey ohall B dsignared

commonstock: par value §0:02 ‘pesshire (“Commot Swd?? ‘The Coriiivi

Stk of the Corporation shall bs all ofoiie: cliss

‘@)  Thenmiber of atithirizéd chares of-any olass.or clesses of stock tay-
Yo increazed o dama.uad{bm noi below the dnsaber 6f shidres theveo? theg
mmandlng)byﬂn iffisinauve vt of a majority-in voting power of the
Corporation éniiléd to Yote theveon Lrespective of the.
Provisions: of Secﬁon 2&2(1:){2} deéiaWa:e Law.

Sacr(w 402 fmbnsro‘gh @ Enidiveand Conglideraiton. shny:
wued-or ireasufy shires. ofihe CommanSiock may belssied:forsuch.
Y be xdd Shadeoidancs Wit épplicable taw fromBme tp;

a:m by the Bourd of ﬂ&éc:ots

) Dividends.

Slﬂu&tiﬁtb"nghis"ﬂw!ﬁas tiha mrma_s:oc&.
the‘holdnrs‘ofthe

"'m»anymhdx i ALY, Fesvided's _:H
D‘imcm ineny:reselunib: !pmﬁdhtg for:heissus ofdsesien

SbeTion 41 '-.,P}%ﬁﬁds‘tbck;

() Serigs- aotd Limits o Variarigis benveen Serias. Amrmnssuedor
trédsury-shares-of-this | Pmt‘m-edsw; ' __’Bemuedf:bm'
PoTe:$eTiés for:suck considararlon asintiay be fixed fromtime mﬂmebytbc Bbard
oF Dikectors. £ Bﬁofc&yaham eried. Smckwfanypaf&cnm sériey dhall be-
Assyed, i cextiflcatshallibs filed vifvthe Secrstary of State of Dslaiars. g
‘Torth'ths designation, rights privileges; reatctions, dnd’ condiftions io’beattashed
to the Breferred Stoéhnfsmh series and suck ther imfstas a4 sy Be roquired;
-and 1hi6-Board of Directois shiall fii s determing; andmhmbyb:qitessly
empot _eredtn fixcand: den:rnnne in it mmmamwded|hy 1aW; the pariculars of




ﬁwmofmchuﬂu(sofarésnm inconislsteirt with the provisions of this 3 )
Article 4 applicablotoall series;of Proferred Stock), Includin, butnot imited:to,
the following: .

{i)  thedistinctive deslgwation oF such series and the smmber of
;shares which:shail esmsiftgia uch so es;;which simiber triay be inirsased.
{xoept Whereothenvise piivic 'byithe:Board of Directors fn cresting
such sétiés) or decreased!{butiot beloss i itmber of éhares thersof i
outtznting) fim te o time by ke, action of the Boardiof Difectors;

€) the andiual rarc.of Yividends piyable onsharesof such earios,
the conditions upowrwhi such dividends:shall be payeble and the date
 from which dividends.shy nulative n.the event the Board of !
ﬁ:im&:aem@gﬁay‘mﬁd@amaﬁh contfulativey;

_ qiiy Mﬂw&ndwahﬂlmmmminmmm
orlog tgfis paovided by faw and. ihao. he Jemis oFsuck voting lgher

() Whether;me serles shall-fave Somieislon privileges and, if

50, thie.térms and condifiong.g uch qogi&ﬁbn,hﬂuﬂlngbufmmni@d
t0, provision for.adfustoen couversion nite upon such:sveitts amd in
suehimantiér as:tie Boardt of Directors:shall detsrin! e

my “hem&mhﬂﬁeﬁbamdfsmsedaglyﬂbcmdmable
and, i 50, the.ssrms and cbnditiony of such rederny on, including the dase
OF déte3 upon or nﬁﬂwhlgahﬁ:cyshallbcwdwmaﬁe.m&&mmtbﬂ

‘shere phyable inicase of redemption, which amouit aay very under |

2

different comditions and 2 different redemintion dzpss;

1
() wihether such,secics shall bave a'sinking fund for the
redemplion or purchase of sharss of that saries and, 3.0, the terms and

D _!ﬁﬁ.ﬁaﬂ-‘;of.t!hﬁ-ﬂmofjuch;serie'cin-thn?m@ﬁ
* voluntery or invotutary liquidation, dissolstion.oriwinding up of the
Corporatlon, and therelafive righus:of priority, Ifany, of payment of shares.

(vii) mromﬂrrehfdve fights; preférences and limitafions.of such,
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5 WiithLion of the poviers conféirid by stile, B Boad of Direcsp s
expressly suthoisad 1o nate; ater, arviend, repeal and vescing the bylaws ofiho-
Gorporasion, subject io-Settians 5:01(Byand 5Ut{cy besest:

(®) Sedtions 2.02, 30, 3:03(a), 31638, 404, 3.05, 3,04, ek S 06 i
olawmiay-only b altered, ammeqiled; repeales; or tascisdsd by thesiffirmative
Yot of liolders of capital stock i to'Vote thereon representivg viicre Giay
60% of the shites.entitiedio bo voted thisreon, '

ey S'ecﬂuns'i’:’;ﬁ?;(é)‘am‘i,3;lS:éf&%bj;ﬁ'vfjé--mgy'ﬁﬂy,be‘ﬂf?'ﬂfr_s&;
amended, repealed, or restinded by the afficitive voteofhiclders of capital stock
entilled 1o vote therson r¢jiresentifig more than 50% oF e shares emtitled to be
voed thiereon, ' :

v SCCTIONS02. dvisidniestiof Cottifioats of nconporation, Seesion
3 011BY of Wy Cartifioute oFnsopuration dy oaly be-altéred, amended,
reptalod, o reschnded by té it ative yotealholdersiof capinl stockientitled
i .01 (6) antf Asticles § apd Fthis Cerificate of Yocorpotation
o, punesiied, resealod, oriesciided by e-afluuive voté-of. ,
Epresetisig mord thas, 0% ofithe:

. |  ARTICUES

Class, sliall ed t6-¢l6ét i epocified mmber f
Adend atreaies onother provisiots glvltig hedt

iy, ol 15748 8 ighL Bomtinues (3) the ey
o dieeoes hall beoarene by

lacasel by sl spociiod




allfirepors:elected diythe fidlders:
£lasy: pursuant t0-suck

Wivestad of suthristite: taeie-cth s}mﬁé& himibor o"r'dlrpc’tm *oling a4 class,

pursudnt; todhe. idvisigns of: fervedt Stock of stilea, the tésing: of office of

3hP dStockiorsedey; votlfighsi.
uchiprovisions bt alestadivo #il ity vacanci? resuliing from the
death; resighation, L of directors soielected by thetiolders of much
Preferred Stosk oriaerles, shall forthwith ferminate rid theaithcitzed irtbet.of
directyrs:shatl be roghicsd ma:dlhﬁlsr

SucTION 6,02, Ballots: Elecﬁons of directors stian anaval drspectal
eeting/of Rockholders; nE'éd 06t by ritten ballot urless s thebylaws ofthe
Comoraion shiall provide-otherwike:

SEETION:6.03, Elbiivittion of Cérverln Persoriiel Liability of Direcrors.. @
A ditcuo 1 the Corporation shall netbe fiskiets theCotpoeaionor its
stockholders:for monemry dam,'geu‘for bréach oF fduciary, Quty ax:a dlrectot 1o
thie fdllest esctmiit ipermilisd by):ie'lmm Law,

() Each PRTSoR: (andthvrhdrs, gxecittors:or-sdministrators of such
person) who-wa oris aparty oris threstened to be made & ity to, ords involved
inany threstened; pending or cowipleted. ‘aotion, suit or prosesding, whethér civil,
criminal, ‘idministrative orinvestf@twe. bY Feddon of the fact that such person.is.
or wasa directar of the. Coxpomtionm {s.or wag setving:dt 56 réquest of the.
Cozperaﬁon ns adirector of anathet. cosporation, 1, peftnership, joint venture, trust
or ofiier enteiprise, shall be indemuified and beld shy- mcorporanon to
the fullost extent permitted by Delaware Law. The. dight to indemnification
conférréd in this Section'6.03 shal} alsohtchdnthe-nghbbepmdﬁythe
Corporation the expénses incurred in connection with ary such pivgesdingin
edvrice of Ity final disposition to the Rllest éxtent authorized by Delaware Law,
"l;he nglmto indemnification: oonfe:md I this-Sectivon 603 ¢hall be adontiack

ght. o

&) The Corporanonm,ﬁby siction of ity Board of Ditéctons, provide:
indemnificdtion to.such: ofithe oMficers, entployecs and-agenmiof e Corporaﬂon
mmhmmmdmmmwmﬂmﬂwaojbumﬁhnu‘ stetminc to be:
approprinte-and muthorized: by Deliivare Lav.

, (@) The Coporation stiall have power io prrchase and minintain
ifsurance:on; behnlf-pfauy pemmy«:iio leor was’ﬁldlrector. oﬁw, :mployee or
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Hectyzot fobe povertied WfSechotrle of Delawars Faer,

aotdhe Comparilionwoiat liavc tho:powes to Tdlerinthy Fim
Amdor Delawarelaos: '

{&): Theighit i i Wity conferied m«ﬁus Section6:03'shal got be

«EXehisive of any otter- !ighf\ﬂnch Ry puuénmy otherwiss hiave ot héreater
Begiie, .

agiiinst such liabiliy

mpoct pect 'c'if.w aEisoror&issnons occmnng ;Snéi- 15 such alteration, aimefi dmml, '
‘Tepeal, tecidgion, adoption gr: wodification.

ARTICLE7

SE&HWWL &cﬂoﬁ»m of Délivar Law. 'Ihetowomun"ﬁaeby

&t bb‘aiwhollynwaed mhﬂ&mofmgo[mm”

daﬁnudmsmuonsos
i Sirtidla &Uﬁ&n:sj?nd
mxpofa o;:porﬁmmas,mﬁnmoo ol of
Corpor Ihﬂﬁb“ﬁﬁft!‘&uﬂ’dhﬂulwnm‘l,

T BTy duf - ‘ !eéﬁet!f&mbﬂlmesminy

tlar WO, Mie o visions of this McTcEﬁ%‘ut fomth*torcgtﬂatc. defing
ahd-guideﬂumnd:mofwwmmm ; : -iiay ixivolve
'Radmmﬂmofﬁcqwanﬁ'dimmmmepcmﬂgﬁls dlmesandhab:l}ncs




. ofthe’Corporation mdltso“’ﬁogmldmmmmd stockbolders-ih-connetiion tetewith

Section8.02.. Similar _li!]:';s,éhm Actitiles. Except asRoche:Holdings,
Inc. may otties .q‘ye.i;’j-gefiﬁEwﬁﬁqg; E -

el oy s bl from enpaging direty or
ar hutiness activitissior finss SEbuishess is the

W

{5). neither Roche novany, offict st
Corpiiratfon o 1S stockholdérs for breadh.of aoy
such-achiilies of Kocbe-or of vuch Peison’s partici

In.the &vent that Roche acgéires knowledgs of a poteutiial wratisacrion or
toattct that-may be acorporars spportuiity. for/béth Roche el the Cotpotsilon,
Roche shall Réve fiv iy to:communicaie or offersich cotpiore oppartunity .
Hhe:Corporation and:shall nat be 1able e BiCor
‘breachiof any fidkuelary.duty,as a:stockbolller-of the Coi or gontrollln
'pecton of.esiodkholdarby feason BE the fict that Rocke pursiies of aciités fuch.
CorpOraie,oppotbunity for itself, Hireetsiaueh Borpsrite. Spportantiy foranciter.
‘orporaté apportunity to the ’Cdrpoziadm N

Secrion 8.03, Corpardte:Opportiniifes. Inthe svent that A diréstar,
officerof emiployee-of the Corporation wha isalse 2 dirdctar, officer aremployee
of Roctio acquires knoivledge of a potenial transaction or et that may be 4
corporate. opportanity forthe Corporétion and Roche (whethier such potential
transaction drmatier {s:proposed by a third-paxty ar 8 conceived 6fHY such
director, officer or employes of the Corporstion), such directot, officsrer
emplayee.shall be entitied to offer.duch corporats:oppdrtuity-to;the Corporation”
or Rochs a5 such director, officer ot employse desms appropriate uader the
circumstances.in hils.sole dlscretion, and o such director, officer or etployes
shall be (lable to the Corparation or.irs stockhiolders for breach of any:fiduciary
dury or duty-of Ioyalty ar Biilure 1o adt in {or.not opposed (o) the-beat interests of
‘the Carpération or the dertvation of any impropet; personal bénefitby reason:of
#he fact that () such director, officer-or.exmployes offeretl smuch corporate
Spporeanity toRoche, (raiber thiiy thie Corporation) or did not omminicate
‘information roganding such lpomtgqppommtymhe(lorpmhomr(‘ﬁ)knche
pursues:or acquiliss sich corjorate nppmgformglformmmorpmam
ppot . Personis dotsndt cofmuicate infrrmationreganding
ity to e Comporaifon.,
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SETION B0 Deemed Consent o Stothoiars, Ay pecsors o eatity

purchasing oy oflisrvise seqiiting anyinlerest in ity Shares-of capltad siock of tha
Corperationshill berdeeniied toRave rivtice of and W bave consented e this
provisigrsof this Arficle g, .

SECTION.8,05.. Definitivs, o pitrposes:SF hisArtidlé § s Asiicle:d

ouly; () hetern*Corgoration™ sinllmieas iedi e Corporatlon and all cororations;
irinerships, ol Vestines;nsvostsSons:and other egites i i sho

rectly) ifty:pesiciit ot mére ofthe
sirtstanding vie tinginturests, and (i) the
oo “Rochie” shall aenst Roahe Holdings, i v all conporsiionsy prtaresi.
Joisit Vegitures, essociations i other enig o
n dcconddné Witk claiisci(p)-

thﬂﬂlhBComﬂon’
et “affillate” gﬁidcdfﬁ'ﬁ,f““_.: :
5?"]393@_‘,&'5 amended)of Roctie

IRule 1252 isder the SeSurities Bxchiange At
Holditigy, Tne. _

ding dnyllsing in.
eoldally Connmols

. smmsmsﬂdé@.%prﬁﬁﬁoﬂ,ofﬂﬁywe‘smm difion iy
e provisforisiof Avticle'9; st Bon




mesting of ts Board of Directors or committse thereof whickiauthorizes the
Sonlract, agfoediein, atrangement; ransaction; amendmeént, iadification or
termination or;solely bociuse Hisior their.votes sre:coumed for auh furposs, but
any, such contract, egreement; armingemient ot rarisaction {or any amendinent,
modification or tirhinatlonhereoty shalltbe. poveined by this froyisions of il
Amendedand Resatedl Coftificate offncotporation; the-Compaiition’s.
Delavsit Law.and ofher:applicable 14, For plicposes of this:Artiels 8, thes
the“Corporationd dnd “Rocke” l%mﬂnmeﬁﬁnziﬁ;ﬁfﬂﬂnmm 80,

_ Sechons02. Quoron: Difecraty of e Cofbiofiztion whojare is
Urectorsiorsticas ot Kooy : ey s I
:qiidrum ai-smeetingof the Board

 sixingement or iransaction
Stock owned by Rochie may- in datecminirig the ¢
2ta mesting of stockholders that authorizas or approve

|
sgregment, arvangensont or:tiavidsetlon (or.amendment, modification or'
temhinationitheroot). Z |

sotmned

SfComemon «
Presenceiofaginn

Al

any-offjcer or difeitor theteof shall o Uibte to:the Comporatios:or i

for breach of any Bduiciary duty oridutiof loyalfy.or falliwe to 86t In (or siot
opposed toYilie.bestinjerests of the rporation or thé derivation ofany dmproper
ersonal bencfit by reassn.of the-factitha Rochis ot ai officer. of divector fhereof.
*nsoédfammmwmﬁonowimmHglmo:gimonﬁmﬁomsany
cansest incotineotion With any agreemenitor-cobtract berwoer Roche and e
Corporation. No:vow cast or.other action:taken by any persoti whoils. an oBfiner,
ditsctor.of ather representative of Roche, witlch vote is:0ast or action s taken by
Suelipersorin his capecity as.a director.of this Corporation, stisll constitite an

#ctlon of orthe execeise of a.right by-or a.conserit of Roche for the purpose of aity
such sgrogment oy contiact. = | . .

SECHON9.03, No Liabilitp ForGood Faith Actitn, Nelther Rikin sior.

SECTION 9.04. Demd:CoLesz&uMm Any person ot entity
purchasing or otherwise anquiring any intecest tn any sheres of capital stock of the
Corporatiéri ahall be deemed to have niofics of ani 4o have copsented to thie
provisions.of this Atticle 9, . | .

: [ .y

SRCTION 9.05. Coniracts Goverad: Bor putposes of this Artiels 9, ady
‘cotract, agreesient, atranipbment or teansaction with the Coiporation or any
cofpbmation, liip, jolinweiture, :association or other enthty 1o which tie

Gorporation benefichlly owns.(directly orindiectly) iRy peroerter mage ofihe
outstanding voting sk, voring povr ovsimilar voting ntsrests dhall tia deemed

tolbe a coriecy, sgreement, wrangerion: or tamssétion with the Coctation.
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SECTIONS.0. Artlcle 4,
theprovmmof‘m‘k 8.

06: Bindin

¢ sdoption;ofany provision
P4 BOCOLTIOg, O ANy Calli cigTiélon,

96: Bindig Effece. Neither theabirarions aniot, tiige
provision of this Avticle 9:riorthe 4 {

The prstsions of this Article § e i adlion 1o

0%
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TN WITNESS WHEREOE, this Amended and Resatsd Cersfioms of
Inoarpdration, having teen duly.adapt in atcordance with Sectios 242 and 245
of the General: Cotpolstion Law.of the St of Défiwvarernnd by the siiites,
cansent ofithe solestdkhlder ol ihe Comproration it acoortaiiog with Sectl

g 2o Ty . ta -»-4". i m d
Skthe General Corport onLavi of the State of Delaware, Yias been exbuted thik
22nd day of July, 1099,

11
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* TRADUCCION ALESPAROL del Cerfificado de Incomporacidti deGerentech, nc,

APOSTILLA
{Convericidn de La Hayadel 5:de Ottubrede: T8

I 1. Pais Estados Unidosde-America
Este dotumento piblico
2. 'ha sido fimado por Harriet Smith Windsor
v actuando en-capatidad de Sscretaria de Estads de Delaware
4. Jleva elselisfinibre de la Oficinadel ‘Secretario-de Estado

Gertificado

en Dover; Delaware:

€l veinitieuatro de may'oj,,-ifi... D. 2008:

N . porel Secretaris da Esrra:*d”‘o, Departamento de: Estado de Delaware’
G No. 6254630 '

Sellloiimbre: 10, Firma

R S

Harmigt:Simith Windsor {Firma)
Sétretaria de Estado




A,
o

DELAWARE:
| EL PRIMERESTAD.
-

Yo, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESPADO DEL
ESTADO DE DELAWARE; CERTIFICO: ROR LAPRESENTE GUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORREGTA DEL CERTEIGADG VUELTG A
REDACTAR DE “GENENTECH; ING", PRESENTADO EN. ESTA OFIGINA EL
VIGESIMO SEGUNDO DIA DE JULIG, A, D. 1999, A LAS B-EN PUNTO: DE LA
MASANA.

_ Hanjet Smith Windsor (Firma)
Harsiet Smith Windsor, Sécretaria-de Estado,
AUTENTICACION: 3900384

FECHA:




B TEY

3 .;-...a.m-.-:-.-;
A Bl

Jam
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CORREGIDO YVUELTO A REDACTAR.
CERTIFIEAD® DE: INCORPORACTON:
-GENENTECH, iNG.

Gérientech, nc+{ia MCorjyoracion"y, Givs comsrasish Stganizadh y exlstente
bajo y:por vintud-deTa Loy General de Corporacisn del Estado-de Delaware; per Ja
23 A diciembre:de 1685, ?'b?z‘jé? el nombyre *Genentech Belaware, ic?, ¥ goriegido.
stibsiguishtemarite; '

 presante corrige-el Cerificads & Tcarporacion. e'}-:-fgef_preSen’c'al‘do*'or[gina"Iménfe &l

Por la presente se wuelve a rsdactar ol tertificado- dé incorporacién de fa.
Gorporation.y sa corrige auly mas para.fusdiga-en su totalidad lo.que sigue:

ARTICUYLO 1

Bl nomibe-de laiGorporacibnes: ‘Genentech, Inc.

ARTICULG .2

La dirsicaidr ds: Ta éﬁ&iﬁa registrada de 1a Corporacion eri &l Estids de
Balaware: as Corporation FSe}Mice- Company, 013 Centra Réad; Tiudad de
Wilntifgiten, Condado de New castis, Deisware fodgs, El nombre de: su- agente
registrado en tal direceidnies .Géfrﬁbra'ti'én Setiics Boimpany.

ARTICULD 3

El probostto de. a -Ger,ﬁera-ci*ém es¢f o participar on calquier acto o
actividad legal para, iaseu@ifes-:?’-?as' Corporaciones piiéden ser erganizadas: bajo, ja
Ley Gerieral de -Corporacitn Jai Estado o Delaware ‘como exidfs o pueds se
modificadata disina i sdélante:(Delaware Law?. 7

ARTICULG 4

B niifiero. o deavciones, oe

(Oaitrocierybs il i _!_3"_090.900):

000yfe accionsl serin YSait W acciores
v gy BTN )




o TP
1

o |

preferenciales, par un valdr de §0:02 por accion (*Acclsn. Preferonclal™,
Tiecientos ‘millones ;_Q:&QQ@QQ.—Q@Q){ e acciones, serah desigriadas acélones

- comunes;, por:un. valor de $0,02 p;qi:g;sién {'Aceidh £omin™y, ILa acecién comtn

de g Cofporacion: serd toda da una mismia clase.

{b) £l ndmeto de- acciones. autotizadas: de: cualquier clase o: clases d¢
“acciones puede Incremetitzrss o- gi_’e__slmjig_ujrse {pero no. por-debaja: del ndméso de
nimero.de-acciories d¢ las:mismas que-en su momento-astan vigentes) por elvoto
afimiativo de Uha inayeria con pp;dén;der votacidn de fas atcicnes Vigentes: de Ia
Corporacion con derecho a volar por la misma Independiente de las
consideraclones de la Seccién 242&?3');(2) da I Ley de Delaware,

SECCION 4.02. Accioh. Comun, {a) Emisibn y Consideraciéh. Cualauier
accldo sin emitir 6 det tesoro del fas Acciones Comunes puede enititse para. tal
consideracion como pueda fiarse de: acuerdo coiy la 1éy aplicable cada cierto
tignipo pot la Junta Directiva. -

(b) Dividendos. Stjeto:a fos! detéches- de los: acclonistas de. las- Acdiohies
Preferenciales, los: a'ccian'isggas.}dg Alcmanes Gomunes debefdn terier. ef deréclio:a
recibir, :cuando: ¥ como se 'qef.cr;lar_a! por fa Junta Ditectiva, de: lés dctivos de la
-Corporasion los cuales-estan d;is‘;;ﬂoﬁibies.:pa'ra' ello por fey; dividendos pagablestya
Feendinero, propiedad, o acclones'y Ios-accioiistagde JaAccibn Preferencial no
tendrdn derecho & participar-en: tales dividendos: {a menas que la.Junta Directiva
determine lo coritrario en: cuslquiersresotucidn gue condiciona la: ernisién de una
serie.de Accionas: P'refer,eg';i;iglg'e;sgg__ E

|

SECCION 4,03, Accién Profsrencial

(a) Senas y Limites e Vahaciones. entrs: Series. Gualquier atcion fio
emifida -o del tessto de Jas Aé—:giqr;lies Preferanciales puets emitirse ¢ada: gierto
tiernpo en una o més series para tal consideracién como pueda ser fijada cada
diefto'tiempo por la Junta Ditectiva. | Antes:de que se emita cualquier accidn de las
Acciones Prefereniciales de cualquiier serie particular, se deberd presentar un
certificado ante el Secretario .d!}a Estado «de Delaware establéciendo las
designaciones, defechos, privileglos, restricciones, y condiciones. que iran .anexas
a las Acciones Pieferenciales de tal 'serie y tifes Stras cuestiones. como pueda.
requerirsé, y Ja Junta Directiva d.e_b.eré'ﬁ]ar y determinar, y por fa presente £
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. patichlares de las scdiniss dé:tsi-setis (Slempray.cuarido no' ssan inconsistentes
con lfas. condiciones de este Affleulo 4 aplicables @ fodis las Series de Actiohas
Preferenciales), incliysndo, pero sin finiitarse 4 lag sigufentes:

37 o comipra {dedacionies gt eqf watie v, de ser asi

m Ia ?dé's’igha%éi&i dlstintiva de- tal serie. y el mimero de Tas
acclones que hah. de: CONSUTF tal sere; numero que puede Ihciemehitarse
‘{excepte cuandd Is: deteriife de ‘olre modo la Junta Directiva ai srsar tal
sefie) o fediicida (pero no por debdjo del ntimero -de- siecisrisg dé Tas
THISFRES Gire. estinvigentes} cada tierlo tiefiipo por diha dccioh $emejante
‘de fa-Junta Directiva: '

(i) latasa aiial ge dividendos a payar sobre las.dociones.de {si
serie, Jas' condiciones Sobre fas cuales se pagaran s dividendss y Ig
fetha a parit de o cuallos dividendos serdn cumidtivsen &l SVERS que:
a. Juita Birectiva:detemiine quetlos dividendss serdi acaritfativos;

iy sifa s‘e’ri'es tendi& o no deréchos de voto, ademis de los.
derechos: do voto provistes por la ey, y de ser asl, los términvs de thies
derechos de vito;

) si tal sefiestendrd o o privilgios de eonversion y, de ser asl,
fos: teminosy. condivishes ds tal. 6tiversion, inctuyendo; pero sin: astar
limitade &, la condisisi bara ajuste de fa:tasa de conversidh efi faligy
ventosy.deital forina comme o JuntaBiecti fo-datenmiie;

sl ias-acc’i'o;hes de fal serisserdn o fio rediffiibles y;. de ser asf,
[6s fEminos'y condiciones te taf redencié, neliyendo lafeclm ofechsy en
las cuales o después de fas cuass Plsden ser redimibles, ¥ la- cantidad &
'Pagaripor acdibn e taso de redencidin, cantidad que variarg bajo difererites
condicionss ¥ en diferentesiiachas de redericisn;

() sital serietendrayo n6 un férido de invg&iod

‘e tal fondods ivedion g9

L.

fohos de Jas mocionds de fal "sq'ﬁg'n' ca/s 4
Yo tierre Voluntads | Witaria do 1a Cefporacién, y
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" los: derectios relativos. da p,ﬁt-ﬁda.dizdeﬁ haber, de pago-de scciones dé esa
seriely '

(viil)  cualquier gfro dérecha relativo; preferencla y- limitacion de tal
sefie.

SECCION 5.04. Ehm?.éndasra los: estatutos por los Directerss. (8) En
adicion y no limitando Jos poderes conferidos por estatutos, la Junta Directiva:esta -
expresamente autorizada para hacelg alterar, enmendar, rechazar y rescindir los
estatutos: de la Corparacién, suietos a las secclones 5.04(b} y 501(6) a
continuacién. |

(o) Las seceiones. 202, 3.0, 3.03(a), 3.08, 3.05, 314 y 5:06 de fos.
afirmativo de Wlos raccionistas e Gapital con; derecho & votar ias mismas que-
representeti nds:del 60% de las acglones con derecho aivotat las mismas.

o

{0) Las settiones ?3.03,(¢)'¥ 3.45.de fos estatutos solo pusddtyser alteradas,
enméndadas, repelidas, o res_cfm;d’l‘dé'sa pot'le votd afitmiative de Jos acclonistas de
cagital con dereche a votar ias mi’fs‘ma,s que representen més del 90% de ldé
aegiones-¢ah darechc,a votar las mismas.

®

SECCION 692, Enmlenda det Cerificado: de incorporagion. Laseccion
5.0% {b) de este Certificadn-de: I‘ncanLd’r.adiﬁn sdla puede ser afterada, enmendada,
fepelida, o reseindida por el volo efifimativo de los accionistas ‘de capital con
derecho a voto sabre la misnid -que’ tepresenten a més del 60%. de las actiones
con derecht a votar la misma, La léeﬁc.ién*- 5:0%{c) v los Artfcufos 8y 9 de-este
Cextificado. de. Incorpotacion solo fpu_ed'e_n gitetarse, enmehdarse, repelerse, ©
fescindirse por el-voto afirmativo de 'jos declonistas de.capital con derecho awvotar
la niisma que representen mé4s del rg_o.% de las ‘acciones con derecho a votar la
mriisma. '

A-LII CULO B
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E peréona) guien fue o ey *una, parté @ €8t Efidnazado de

7 socl_edad socT

' acc:éh preferencial cualquisra de una o més. series de Jas mismas, e véten

‘oo una. clase, tenian derecho & elegitun ntmerg espésifico dg: ditégtores, por
Fazbii & atrasos an ilps dwidendes 0 ofras condiciones gie €5 dan gl -derecho .a
Haceilo; entonces y durante e1 Hetinpo qie- Eontifie @l derecho (i) el niimero: de
directores auforizado-deotio modossiy iérémentado-por fal ntmers-de:dirsctores
espeeificado, y iﬁ“sfaccfontstas de tdles: Acclones Preferenciales ¢ fales serics ds
Tas ‘mismas, que votan ¢omo una clase, fendran derechiv a elegir ios: directores
adicionaies para 1o. que se provee, de: acuerd on fag cond“ iciones  de tales
AcGiorids: Preferenciales o sefes? (i} cada uno de tales directores: adicionales
senir duranfe fal Yeirrine .Y tendra-taies poderes de voto; como'se hatide alotgar
en las provisiones perﬂn’entes @ tales Actiones Preferenciales o series; y. (iii)
siempre- gue. loy accionistas. de: cualquiera: de- tales. Acelonies, Prefereridiales. o
Series: de las iishas 2stén desprowstos de Yales derechos & SlegiF an: Aiiers

espeélﬁco de-directores; votando corio; clase, da acuerdo: 6on 148" tofiiciones: de:
talés Acciones : preferenc?aTas o- seres; Jos. termidos de ofigio de todes: los.

ditectores elegidos: par os: actmmstas g6 tales Acoisnes preferenciales o serfes,,
4ue yotan: comyg viase, de acuerdo cori: {55 €ahdiciones o elegidos ipara llenar

cualquier-vacante resulfante. de 1a Muérte; renuncia o remocién de direciores asf

dlegidos por fos accionistas dé tales Acclones Praferencialss o safigs, terminardn
eh adelarits y€l nimero auforizado de directores sers redusido-en concerdancia.

‘SECCION 8.02, Vofac:ohes Las elecciohas de directores en una reunidn
anual o-especial de aodonistas fiécesarla no serdn por volos escritos a mengs Hiie
los ‘estatutos.de Ta Co‘rperacnén <digan o contraﬂo

SECCION 6,03, E!rmmac;on‘ ds, ‘cierfa. responssbilidad personal de fos
Aifsctorés:  {a) Wn diredior de Ba Lorp6racidn: no serd: responsable ante s
Corparacin o sus. accionistas: por daros mongtarios por: violacién, dsl deber
fidusiario:cormo directsr frasts doride Tozpermita: ia Ley de Delawars,

(B) Cagy persona: {y sus heredsros, sjscutores o, admmistradores de tal
"r:' rte de, U esta
a’? ‘o' pendtente )

invo{ucrado B/ c’ualqu:er a n/demanda L] proceso apenazs
4 ,+

" indemnizado -
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" permita la Ley de: Delaivate. "€l defecho: a la indemriizacién cohcedide en et

seccién B:03 tambiéh debe incluir e} derecho & que: la. Gorporacion 18 pague Jos:
gastos:inculldos en conexién cuna lcualquicta de tales piocssos por -adslantads
da su decision final hasta donde i.o;sl; autoriza ta Ley de Delaware, El derecho 2,
indemnizacion conferido en esta seccién 6.03 serd un derecho contractual.

{6) La Corporacion puede, g_oi_r -accién: de- su Junta' Directiva, proporcionar
indemnizacidn a:tales funcionarios, émpleados ¥ agentes do la. Corporacidn hasta,
tal:puito y-a talefecto.como lo determine apropiadd la Jiita Directiva y fo autorice
la Ley de Delaware.

(d) La Cotporacién tendra. of poder de comptar 'y mantener un segurd 2
norbre de cualgiier p@:tﬁ@nafgyi% -es o fue ditector, funcionatio, efpleado .o
agentesds.la corporacion; o gs;té a-estuye en servicio;por pedido:de-a Corporacian
comd direstor; funcionario, serapleado o adenfs #e otri sofporacion, sociedad,
sociedaddexiesgo compartida, fidetbomisect dtfa-efiniesa contra cualquier;gasto,
sesponsabilidad :o pérdida. incutrida por tal: persona an cualydler capacldad: o que

© surge de su estado como tal, ya v-{sfe.a-: i la Gorporacién tiene: o no: ef poder- de

indemnizarlo-contra tal respongabilidad bajo la:ley, de Delaware.

{€) Los derechos y autoridad confetitids. en esta Seccibn 6.03 no seén
exclusivos de ningdin: ot derecho el ¢ifal cudlquler ofra persona pueda tener o

(fy Ni ta alteracion, enm’le‘n‘dal,wrechazo o Tescisidn dé esta Seceidn 6.03, nl
la. adopeion de ninguna condicién de: este Certificado de Incarporacién o de. los
Estafutos de la Gorporacién, ni, fiasta donde lo permite fa Ley de Delawdre,
ninguna modificacion de la ley, -_d_e_ﬁ‘e «eliminar o reducir el-efecto de-esta Seecitn,
8:03 respecto a. ninguno. de los Bctos u. omiisiones que ocufran antes dé tal
alteracitin, enfhienda, rechazo, rescision, adapeisin.o iodificacgion.

ARTICULO 7

SECCION 7.01, -Seccitn 203 da la Ley de Delaware. Por Ja presente la
Corporacién, elige no-ser.gobernada por la:$ectitn 203 de la Loy dé:Delawars.

|
|
|
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ARTICULOG

SECCION 8:01. Relacisn con Roche. Articipinidose a Que |a- Corporacisn:

ceése daser un sybsidiaria completametite de; propladad dé Roche Holdi ings, Inc.,

péro: que Roche (como:se define off fa sectidh Bi05) permanezea siends un.
accionista de la Gorporacisn, -y anticipatidbée a que.la Corporaciért {coto se

defing er la Seecldh £.05) v Roths puede entrar en aclividades o liveas de

hagotios detigjantes ¢ simﬂares Y tener un inferds en las mismas Areds, d&

oportuhidagas Corpordtivas, Y en feconocimiento  de: {) Ios beneficios a ser
dsfivades per la Corporacmn a fravés de SUs Telacioriss contractyales,
Corporativas y de- negocios con Roche {incluyende ol sefvicio de funcionarios y

directores ide- ‘Roche cotio: dsrecto‘res de Ja. Comporacibn) y (i} lag dificultades.
cevicomitartes a cvalgiisr directer, quien, desea: y so propone. satisfacer
comiplefamtite: 1éles deberes! fiduciarios: el director, al deferminar el alcdnce:
compféto dedlgs deheres.: en eualquier situacion. paricular, 148 cofidiciories: de.

esta artlculos §se- gstablecen pard regtilar, ﬁeﬁnlr ¥ guiar Ja eohducta de: clettas
Ciigstiones de Ja: Co’rporaclé’n'ya GugipEder involusiara Roche y sus funcionarps
y. directores;. v Jos, poderes; derethos, qeberes v, responsabilidades ds [o
Corporaciény sus: fﬂncionéfles; irg¢tores y-acelonistas en conexién con &ste,

SECCION B2, qq;cﬁwd_édes e Negocios Similares. Excspto que Roche
H8ldings; Ine. pueda de-otra formia acordarlo:por-esiito,

{a) Roche ne tendrs e’i deber de dbstenerse te entrar directamants ©
Indirectatrienite en actividades de: negocios o lineas de hegocivs. germejantes o)
srmltaresaias dg ks Cmmorac:én y !

'i

) ni Roche ni mnguno de sie fu’hcmnanos o director do la. misma sers

Tesponsable o [d Gorporacidn osus dccionistas por- violarcvalguier deber fidutirs

por Tazori de. alguna de: fales actrvidades der Roche: ¢ de la partlclpamén ge: tal
personaren s misAias, ' '

de' Ia Gorporacsént) la e{s que cﬁn‘tmla @ o
."L” A -iﬁ\
/ v A iy ? (o,

By, e, ,rfm’“ G’e

} ‘0, ap&'g‘w
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de; acuerda cop la clausula {) de e’éﬁtﬁ;ﬁegg:ﬁéﬂ; 805} que son “afilighi

b

" que Rache prosigue o &dquiefe tal-opottunidad cotporativa para si misma, dirige

tal opartunidad corporativa a ofta persona o entidad, o- fie comunica informacién
réspecto; u ofrece, tal opottunidad ééfhoraﬂva aa Corporacién.

SECCION 8,03. Obéﬂﬁf}fdadésjr(?bmo:aﬂva‘s; En.el evento que uh director,
funcionatio o.empleade-da Ja Gorporacién quien también es.difector, funcionafio o
emplesdo:de Rache adqulerasconocimiento de und trarisacelén o-materia potsncial
due Busda ser una gpoﬂun‘u‘d'a@ corporativapara la Cormporacién y Roche {yase si
esta transaccisn o materia: potenclal es prapiiesta por un tercer o s Conceblda
por fal director, funcionarid ¢ emijleada-de-Ta Gorgoraolon o nd, tal ditseton
fanicfonario.o efapledido debe tener ol derecho a offesertal apcrimidad:corpiots

4 |a Corporacidri ¢ Roghe cornio 1al gfdirector, furicionario:6 #ripleads los considere:
aptopiado bajo-fas clreunstancias: de s discracién, ¥ tal director, funcionatio o
emipleada: no: seré responsable d & Corporacitn o sus :accianlstas. por viofar
ningén deber fiduciatio 6 d“ebfe‘jﬁ de Tealtad 6. faltar-en actuar en. {o no pponetse Aj
los ‘mejores: Intereses de: la Corporacién o 13 detivacidn. de nihgln benefics
persenal ‘ihapropisdo: por na.ifi:‘a— ,diT:e-r_ hecho, que (i) tal director, funciendsio o
empleads ofrecid tal oportunidad corporativa & Roche fen {ugar de = Ia
Cotpbiacitn) o no comunics lr#formgcién respecto 8 tal oportunidad corporativa a
la Lqrporacién: o fii) ‘Roche. busca. o edeuies tal oportunidad corporativa para si
misma ¢ dirige tal oportumidad i;orp_ora_tiua' a ofra persoha o ne comunica
informacién respecto. a tal opoﬁupj;;?_ad comerativa. a 1a Corporacién,

SECCION 8.04. Cca_nﬁenﬁ'r,%rienfo -estimado de los acciopistas, Se
considerard que cualquier persona 6 entidad §ue compreo de otro'modo adquiefs
algan interés: e cualquiera de fas alccion“eg de: capital de la Corporacién ha tefiido
noticia:o ha estado-de-acuerdogonas condiciones de este Aificulo8.

‘ !

SECCION 805, Definicione's. Pata. propésitos «de. .este Articulo 8 y el
Articiilo:9 sofamente;. (i)-6] teridino “Corporactbidetie slgnificar la Corporatiéh y
todas las corporacianes, vﬁpcﬁgdﬁﬁ[as,: sotigdades de rlesgo compartido y. ofras.
entidades. en las ocuales 14 Corpofaclén poses con beneficio {directa o.
inditectariiente) cincuéhta por clento; o més de las. acciohes ton voto, poder de.
voto o inteteses de volo:similares, y (i) el término “Roche®débe significar Roche:
Holdings, nc -y todas las: comporaciones; sociedades, socledades: de riesgo:
compartido, asociaciones y otras. éntidades {diferentes, a la Corporay
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© Ley de Delaware v atrafflays

© define, en 3 Regia 1282 baj-8 Acta de Infercambio. de Valores: de 1954, 6o

se:ehimsids) deRache: Holdings, Toe.

SECCION 8.06, Finalizacion: Efscto- Obligante. Sén consideracidn cori
nada.-en ests Cerificado da Incorpsragién que To contradiga, tas condiclones
anteriores de- este Artioilo § deberdn expirar en la. fecha ‘que Reche cese de:
poseer con bérieficivs Asclones Comunes que- representen al miehos 5% dat
nlirero dé actiches vigentes de las.Acciohes Comunes de la Corporacion y. nadie
que sé director o funcionario de 1a 'C—dn;p’eracién‘. set tambign director o-funcionario
dé Rbche, - Wi ta'l:w?eneimian'td; ni {a alterselss, enmienda; cambio o rechazo de
algunaide. las coridiciones de: este Atliciilo 8 ag] come-tampoce ninguna condicish
de este Cettificado du Incerporacion * Enmendado: y Vielto & Redactar
inconsistente-con eyt o] 1lja§:¢9m;d.iclor.-1est d¥ este Articulo 8 elimbiurs o reducis
&l efseto: dé aste. Arficulo .8 _ré_sgapy a epalquier” matstia, o Cualiuisy Sausa de
dealon, detianda: o reclame: gi:eg.. excepto par este Anfeuly 8, ptisdy acaeter
surgin antes detal vencimiento, afteracion, enmiefida o:4d8pcIon;

SEGGION 867,  wrticuic b, Las condiclones de esfe Adiculo son
-adidionales & lag:eondiciones dbt Adicy led..

ARTICULG:G

SECCION §.61. Coﬁtra?os G nilos:. Ningln contrato, acuerdo, arreglo: o
tansaccitn o cualquisr shfienda; medificaclén: o finalizacibn de Tox FRISHESY
tté & Corporacisn. v Roche seré nulo - anulable: solaitistits por razéh de que
Rothe. és parte dal misma, 0_7 solamente. porglie cualguisra de os- directores. o
furicionériog de la Corporacish dquienes estén filEdos 8:Roche estén presantes sn
o particlpan &n Ta teuridh dé 12 Juiits: Directiva o comité-da la misma gue Atitofizes

ef contrato, -acuerds, arregls, transaccion; enmienda, mdificacion o'finalizacién o

- solanmentaporgue sk §us votos se:cuentari para tal proposito; 0 glalgdieta ge:

tal eofitrats, ueido, arreglo o Yrapsaceion (o cuatuier sinisia 7
s e e W -« RN
findlizacion. del mismo)estars, sl Fhaido. o la8. eondicionedde o

Incafporscisn Enmendadopieipfls Redactis fos Estatyles dofle
Mlicables. Para propogfios:

et Articui 6, log
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" SECCION 9.02.° Quéium, Los Direclores de. la Cotporacisn rs;.;qe son
también’ directores o funclonarios de Rothe piieden contacse. al determinar a
pregéncia de un qubrum &n ua :rseu:ltm da ta.Jifta Directiva o des un comitd que
autoriza o apruebe ,-cual_i;;i‘neréi; de tal Lhiitrato, :acuerdo, ameglo o ‘transaceidn. (6
cuglquier enriienda, modifisacish ofinalizacitn del mismo). Las.aceiones vig ertes
de Yas Acciories: Coriuriés de ;ngp fadad de Roche: pugden toritarse al;determinar
{a preséricis.de: un qubrum e, una reunidh dé accioristas-ue autorice o apruele -
4al contrato; acuerdo, arreglo  irnsatcléi (5 cialduier entyienda, modficacidn o
finalizaction del mrilsmoa).

'SECCION.9.03. No '@Sbmsaéflfdad@onaccfon:es: de.busiafe: Ni Roehe rif
ningtin funcicario o director de 1a misma:serd responsabls afité fa Corporacién o
sus: aceionistas por violar cualquiera de Jos: deberes fiduclatios o deberes .de:
ledltad o per fallaren actuar & {0 rio Oponétss &) Yos mejores ntereses de:la
Cerporacién o-pot derdvacién de cualquierbeneficio: personal jpor razén: del hectis:
qus Roshe o un funciorario o director de la misma de buena fa tome cialquier
accibn ©; ‘elerza ciiatquier ﬂef?éﬂn* t!) de 0 retenga oualquier consentimiento en
conexién  con cualguier acuerde o contrato entre Roche. y Ta: Corporacién, Ningfin
voto dado .u olra accidn tomada ;p.?r cualyuief pefsona que es un funcionario,
director o representante de Roche,] donde el voto o acoion es tomado per tal
persona en su capacidad ¢omo director de: esta Corporacion, constituira. uha
acclon de o el ejerticio .de- un derecho o.un consenfimients de Roche ‘para los
propdsitos de cualquierade tal ‘ague,r.ft;,lo o.contrato,

SEGCION 9.04. Consentimiento. estimado do Jos etcionistas. 8e )
considerard.que cualquier persona.glentidad que compre:a de ofrosmodo addquiera

rigticia‘e ha estadode-asuerdo condds vondidones:de esta Aticalo:,

SECCION 9.05; zGﬁnt‘::afiﬁdﬁ cublertes. Para, propdsitos: de estes Artieulor 8
cualquier contrato, Acuerdo, fairifé’g 6. o~ Yransacgitn: con la: Corporacibn o cualquier
carporacién, sociedad, sﬁdbiéc_jé-;'_i de. }Je§gp conjunto, esociacién U otra entidad en
la:cual. fa-Corporacidn, posee. con beneficlo {directa .o indirectamerite) el cincuenta’

por ciento o més de fas acciones con: voto, poderes de voto o interesgs de vota

sitmilares: vigentes se considerard un: contrato, acuerdo o transa
Corporacian. '




o) t_ poed

| BECCION 996, Efecfo obfigante. Ni la atteraditn, &hhitenda, cambic- o
tachazo 'de alguna de tas ‘CGhﬂlC!OheS de esfe ARG 9 i 4 :adopeitn: de alguns:
condicion inconsistente con; cl:laiqwer coridi¢ian de st Artculo. 9 eliminary o
reducird: et efecto de este Ai'”ﬁculo 9 resiigéto & cualguier maledia que oelira, o
cualytiler vausy de acldn, derﬁanda o reclamo que; a@ no sar pot ests Articuls o

pusds dcascer & Suiigir, antes de tal alteracidn, enmierida, cdmbis, rechazo o
adopclon,

SECCION 9.07. Articulo 8. las ¢ondiciones de este. Arficulo 9 son
adicionales a-las condiciches d&l Articilo 8,

EN TESTIMONIO BE LO GUAL, este Ceriificads .de mcomoracién;
Enmendado y viaho a Redat:tar 8l cual ha sido adoptado: ds acurdo: Ton las

secciones 242 yi24s dy i Ley Gerieral dé Gorporacisi de) Estado: de Detaware y-

pOr consentimients -esafife da el Gnfce s ofilstd de Ja Corporacitn. de atuerdo
cor: 1a seccidn 228 de:Ley Gener‘al @& Corporacidm del Estado de Delaware, fia

isido:ejecutado este 22.de Jilis: de 1999,

GENENTECH, INC.
Por: 4s7:Stephen G. Juelsgaard
Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Titule: Vicepresidante:

Consejo Seneral v Seratara

— o e
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' CERTIFICKTE OF AMENDMENT
OF AMENDED AND RESTATED,
CERI(NCAT@ OF INCORPORATION.

|
| .agd: exisling under and by wirtue of the Geqeml

Genentesh, Lic. & Cofporation Gtgatijrs
Corporghion Law of the Stabe o’ch{awam

DOESHEREBY.CERTIFG:

FIHST: That at 3 meeting: of the:Board of Dicsctors ofi0ersitech, Inc. cesolutions wbre duly
adopted #éiting oith «-proposed amendment of the Amended. and Restated Centificate of
Incorporatisn, of said corporatiois, declang said simendiient. 16 be advizable and cnlhng a
meetitig.of te stockholders of said corporaﬁon fop congiderafion thereaf. Thexesolutionserting
fority ﬂmmfmed afhendimént 19,38 foildwﬁ

RESOLVED; dbat-the Amended a‘ncl Rwated Cétificate:of Intorporation.of this catporation be
atnended by, cif fing “Section:3.0i{a)™ \ofthe Arficle tiereotnumibered 4" & Hhat; 45 amended,
said Section of sgid:Article shall besdnd sedd. o Tollows:

“Section 4.01. Capital Smclfc {a) The Cairporatién is authorized to issue
two ¢lasses of stock o be. des:gnaf,ad, respectively, prctbmd stock and commen
stock. The lota) nuniber of shaces Which the Corporation is authorizéd to i¥sue is
seven hundred million {700,000,000) shares, One hundred million: (H}O 000,000)
shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per'share (“Prefecred
'chk”) Six hundred iltica g600 000,000) shares shall. be designated common
stock, par value $0.02 per share (“Commion.Stock?). The Comimon Stock of the
Cotp‘braﬁon shafl b all of one.dlasd®
|
SECOND: That thereafter, pmsuanl to reofution of its Board of Dmcmrs, the.regular meeting:
of the stockholders-of said corporation was duly called: and. hetd ypon notice in accordance “ith
Section 222 of the General Corporatién Law of tho State of Delaware at which meeting the
fecessarynumbet:of shares as required by statute were voted in favor of the amendment.

HRD: That&did agendment. was.d\ﬂy adoplcd . accordaucs with the provisions' of Section
"242 ofi che General Corporatidn, L&W\Ofm%bmte df-Delaivire,

FOURTH: “Thatthe vapital ot sdid cc;peratwn shiatlnot be reduced whdet. or ty:reason of said
amendiient.

INWITNESS WHEREOQE, seid Gancmscb., fne. hus caused this Ceriificate:of Amendment.io be-
signed by Stephen-Gi: Juelsgaard; an Au!horizadbi}iw, {his T5th.day, of May; 2000,

| ‘GENENTECH, INC.

A

By: _J Nodip

| Natoer Stephen:@; Juclsgadd
© Tilé: Senior Viee®resident, General Gounsel
and Storitary

‘388401
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" TRADUGCION AL ESPANGL def Gertificado de Incorporacibn de Benentech, n.

e

APOSTILLA.
(Conventisn de't.a Haya del 5 ds Ottubre de 1967)

1. Patsi Estados Unidos de América
Estedlocumento pidblica,
ha sidofirmado por Harriet: Sty Windsor
8. acluandoen capacidad.di Secretaria dis Egtato dé Delaware
4. lleva el seliokimbre:de ia Ofiina dei Secrefario de Estado

Certificady

en Dover, Delaware _

el veinticuafro de ntayo, &. . 2005

por el:Secretaric de Estade, Departamerito de Estade:de Delaware
No. 02540371 ,

Sellofimbre ‘ 10. Fima

@ @

Hatfiet Sthith Windsor (Firma)

Becretafia-de-Estado
i
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. DEUAWARE
ELEP—.:R!MEE{ ESTACO
: !

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADD: DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE ELANEXOES.
UNA GOPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL -GERTIFIGADO VUELTO A
REDAGTAR DE “GENENTEGH, ING", PRESENTARO EN E€5TA OEIGINA EL
DEGIMOQUINTO DiA DE MAYO, A, 1. 2000, A LAS 5 EN PLUINTO DE LA TARDE,

Harriet Smith Windsor (Firma)
Harfiet Smith Windsor, Secretarla de Estado
AUTENT ACION: 3900385
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CERTIEIGADO DE ENMIENDA DEL
CERTIFIGADO DEINGORPORAGION
GORKEGIDO ¥ VUELTO A REBACTAR

Berenifeth. Inc: una torpordtion brganizada i existente:bajo:y por virtud de fa Ley’
Gengral de Cotporacisn-telEstade-de:Delaware,

CERTIFIGA POR LA PRESENTE:

PRIMERG: Que &n und reuiidn: de la Jonta Directiva de- Genentech, Inc: se
adoptareh debidariente. ressiutiones gue-sstablecen unasenmiends propuesta del
certificado de Ihcotpoiacion C;éacrggid;cf'y yueltoa Redasiar de Hicka gorgoradion,
declardiido dichd ermienda como aconsejable’ y lamvando & tna. reuRion o
sctioriistas de dicha corporacién pars consideracivn de o misma, La reSolusion
establece Ja ennifsnida propuestdesla sigulents manara:
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esta corporacion $& etivishide cambiando “ia Seccidn: 4.01 {a)" del Articule -alll
nidtnerado *4” tal que, .como se enmienda; dicha Seccidn de: dicho Articalo se lea
e Ta siguiente manera;

SECCION 4.01. Acciones da Capital, (3) la Corporacion esta
autorizada @ emitie doé clases de acciones gue: deben designarse;
tespestivariente, acdiones preferenciales y acciones comunes, El
ﬁﬁfﬁ&feétﬁidfée”.—ta’Qci'one'é.iqm?;: la Gorporacidn esta.auforizads & emifr
es:desetetients rﬁil!ané 700,000,000 de atcisnes, Clen illbnes:
_{400000,000) e %é'fﬁﬂibﬁééi weran  gesighadas  acgiones
preferencisles, por uh valok 6 $UNZ por mecion (Aceisn
Proferencial).  Seistieritos milones: {B00,000,000) de adctioney
seran: designadas cciones comuties, por an valor de $0.02 por

- accibn (“Accién Fc‘»':brr‘?t‘mf“‘.): Lo s6idn comun‘de la. Cofporacion serd:
- ‘feda de und mispia clase.. -

ooy S
"wum}

S

-

SEGUND®: tius ol 1ogfits

&

ot




TERCGERO: Que: dicha ermiendd se ndoptd debidaments de wtsrdo con o
previsto en da Secclén 242 e 14 Ley Genstdl de: Corporacion. det Estado de
Pelaware, ‘

CUARTO: Queé ¢f capital de dlé_:ha; comporacitn: ne. serd reducido bajo-o por tazéi
de dicha énniienda ;

EN TESTIMONIO BE. LO GUAIL, dicha Ganentech, Inc. ha causado este
Certlficado de Enmlenda para que sea fitmado por Stephen G, Juelsgaard, un
Funcionhario-Autorizado, este T6'de Mayo de. 2000,

t GENENTECH, INC.
]

|

Poti (Firma)

Nothrer Stephen 6. Juslsgaand:
i Tiulo; Vicepresidente, Conseje:
' y. Secratarfa General,




318

L R AT = W
i .
a 34
.
B T -, -
P §
4 * - L

iipﬁﬁhﬂﬂ

T (Copvaiition de &ia. Haye dig 5 Octabre 1961}

1. Coumtry: United States ot Mé—_jﬁi&'&'

Th1# pibite ‘document ; ) -
2. WzE.bean wign "_'_y- HaBrI&t Siigith Windgoy

3. astang n fﬁé=céfarifyfpf=sqqrétéimrbf_%&af@-vf’ﬁbﬁﬁﬁéxﬁ
, pacity. o ¥

4. bears the wealevang vr offtca Of SECUELHEY OF Ftate.

i
A

e

ertified o 1

l <M .
4t Dover, Delawsys ’ .
?v.. . | ) ; v ' - - iq

&, the ERonty~rBuies -35_}? of Mayr, A.D 2005 . |

- Y] !
7. by Secratury of Svete, Délawers Dapartment of Stata

8. No. 0254033

§.  Seal/stamp: 10, gagnarore:

8
E
" : 1
e H
P -
il

o




T e s ey

I, HARRIET SMITH y;ygsg_za? SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HERERY GERTIM ‘PHE. ATTACHED IS A TRUE AND. CORRECYT:
COPY .OF THE, CERTH‘ICATE OF AMENDMENT os' "GENENTECH, INC.*, FILED
I THES OFFICE O TUF SYVIEENTN DAY OF APRIL, £-o. 2008, 27 7239
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1
AN . . o . State: of , Diilaers
e e N : N . Leiwtaryiaf: Stata-
i Pl ) RN Divizion of Corporiations

;o Ty it v
CERTIFICAYE OF THIRD, AMENDMEN BRY. 020207580 20 agie el

OF AMENDED-AND RESTATHED : '

CERTIFICATE OF INCORPORATION ~ *

(-Ii'cncuszéh‘. lug., o worporation: orgarized and existing vmder and by virfic- of the General
Cotporatiot Law of the Simoof Defaware,

DOES HEREBY CERTY:

FIRST: That a1 s meetig of the Board: of Birectrs of Cerisritest; Te: ‘1eeolitiohy were dity

adupted deuting Forth 4 Proposed wnendrieit of Uiy Amented nid Réutited, Cértificate. of
Incorporation: of sufd o fation, el u

ectitig oF (s aryekbividaisof sia Edrpordtion for consideration ersof. e fesolationistting
Forth ﬂft*}ﬁfﬁpé's“éd’ﬁhlh;:dhacn‘b'iafnaifnilo'wgi :

RESOHLVED,-ﬂIat:ﬂm Mfcnﬁq&daud 'Rcﬁaitd Ceriificate: of T Ecomomﬂon ol i ‘gm_pop;lj;o‘qj b‘e
amended by chagiiog (@ of theArticle thereof mumibietsd “4™ sa that .4 Bireided,

b ald Sectlon ol siid Avdile anduread-as followe: )
. Sendiyady, Cdifizal Stock 8] The'
ﬂ!_s“ignuquf_,m&onl_ v prferrad suick omrthisluek, Th : ] T
.- Cabomaon 4 iitiorized sotive Js Breo Uitunone humin illis 000000 ibkret One lundeed
Y miflicn ¢156,000:000) saversnntiee fierod st 2 o ahare 1" Prfadiad
£ e Dl 1,000,000 003 shase sl be G oo o vale $0.02
S 0 (‘Cbmmﬂn‘smdk‘;):" & EORUIoR 452K Of i Corpordtionsiufibe silof ane ehais,

pérdiare

, SECOND:. That thersafter; pirsignr o FERAIILOA.OT it Board of D

& ofitlie siodkhpidare of siia CORpTHtiSM wagduly calied and feld wpoi noile
Section 27 &F e erieral Lorpopatior Taw of fis. St o7 Detiwire ot Wit meefing-the
HESeEsary numfamt.of:s'hnrg‘aﬂ{tgguli'ed;;qyﬁrmﬁf&:«bﬁfeévnr_cél:‘lh?fnvgrv:_:_f.ih&:ﬂmqggmg;mi '

THIRD: “Miataald stiéridionis v dily adop(ed, fn wccorimes; Wit 0e jtovisiong f: Section
420l % Geoeral Corgoration Liow of 7 Stts.of Defiware, -

‘FOURTE: "M the capit < s conporufion:shall o o st witis o0 by ressoncof said
apepdsmet, g 5 : -

T WITHESS WHEREQL, ;a‘];&.é‘i:,ﬁeaw_c:b‘, it has cuused:1his T Contifivae of Afoendniéri.
dothe signed by Stepfien O, J08lgHad, an Auﬁ'fcrimdszéri’jcq;jﬂifs'.'4:'6_{];_ dayaf:Aptil, 2004,

—

GENENTECH. O¥G,

. , Name: StephentGi Juetegaan
. _ Tile: Exaginjve Yice Présjient, Gepersi ‘Goungysl

- : -and Secretary
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" TRADUCCION AL ESPARIQL del Qelﬁifigado de:Enmienda de Genentech, inc.

® b e o,

APOSTILLA
{Canvencion de La Haya del 5 de Octubre de 1981y

Pals: Estados Unidos de-Amdrita
Este:documento piblics |
ha sidofirhada poriariat Smith Windser -
actuando en.capatidad & Secretaria de Egtado #é Delaware
Yiewn elisoliolimbte e 2 Dficlnadel Secretatis deEstsdo,

i :

-Qertificada: o

en Dgver, Delaware
8l velitiouatro de maye; . b 2005

p,éffglies?ciefaﬁro de E-"st’iad:a, ;?gpgf@gjgngq de Estado d& Delaware
No. 0254033 Cie -

Selfoftimba 190. fi]fmé

I -
i Harriet SmithWindsor {Firma)
Secretaria de Estado

tai
o eseirfeua:mm de ST ==

!"of“mﬁia

. 'x‘-‘ﬂta u N
a amﬂ"hmdﬂ ugq L




DELAWARE
EL PRIMER E$TAD0

YO: HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
> ADO DE DELAWARE, GERTIFICO POR {4 PRESENTE QUE ELANEXG s - -
UNA COPIA AUTENTICA Y GORRECTA DEL CERTIFICADD DE ENMIENDA DE
"GENENTECH, ING®, PRESENTADO EN ESTA OFICINAEL DECIMOSEXTO DIA
PEABRIL, A. D. 2004, ALAS 7:38 EN PUNTO DE LA TARDE. ©
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‘GERTIFIGAOO DE TERGERA ENMIENDA DEL
CERTTFACADO DE INCORPERACION
CORREGiDO l'Y VUELFO.A! REDACTAR

'

Genentech Ing., una corpditacion éfgamzaday existenta bajp iy por vittiidide:a Ley._
Gsheral de Corporacién del Estadé‘ ‘de Delaware,

CERTIFIGA PORLY gﬁgsgmj_rss:; .

PF?'\IME-"F%Q'; Que en uhe, r,an}ﬁ.tﬂn d6 Jun{a Directiva do Generstech., inc. se
adoptaren debidamente; re‘solichbn 08 que astablecerl und ehtilanda propusesta dal
wetificads de. ncorporatlon. Gorregido ¥ vua[’co:a Redﬂﬂtar g8 drr:ha corpe‘racﬂén‘
decrar,anﬁm dicha .efimienda : :eemo aconsejabfa ¥ flamando: 2 una Teunidn de

. quoﬁlstas de dicha: cmrpnracian pata comsiiErgtidn de da misma, L ‘resaitigion
aafa”bléc& la stimlenda p prapuesta dyita siggignte.maners;,

 RESUELVE, que el :Cadiﬁcg_d;‘g de pm‘é_,rpq@,gl@nz Conegido’y wugito a Redactar de
esta .corporacion se. 'enmiend'e ca'mb‘ian‘do “l& Siatdi‘éri A:01(8) del Articulo all
némerado "4 tal que, como se enmlenda. di‘cha Secmén Ao diChO Articulo se Jea
de lassiguisnte maneta; I

SECCION 4.01. Accronesi te Cepltel, (8} ta Corporacién estd
Aaltorizada a emitir dt;s clases de accnones qua debien. des‘ignarse
1espectivaniente, acciones prefer&nclaies ¥ accionas comunes. EI
nlimero total de acciones fueta- Cnrpofac;,éh .esta aulorizada a efmitir
os de tfes mil clen mltibnes (3,/198,000,000) des accianes Cien
Toiliones (‘100000 BQO} ﬂe aeciones serém déslgnac{as aceiones
preferenciales, por valor d& $0. GZ Por gedion Accibn
Prefersicial®);. Tres. rml millonés {3,000, 000,000 de acclones satan
desigradag acctonas 1t:on'mnes par um- valor de $06.02 por accion

{"Accich Com un‘) La accjén comiin:deTa Comparacién serd toda da
Una risma clase. ‘l >

*




TERGERG: Que disha enmients “so adop{d. debidamanta de. acusrdy can: Io
previsto: en la Seceitn 242 de 1o Ley General dy Corporasisa de| Eétade de
Dalawars. ‘

CUARTO: Que &l capital de dicha corp'e'raciﬁn, no 'serd: redueido bajo o por raz6i

de disha enmvienda-

EN TESTIMONIO DE 10 CUAL, dicha Gensitech, e ha causado esfe
Certificado da Ehrtiendd para que ses firmads por Stephen G.. Juelsgaard, un
Funcionatio Aiitorizado, este 16-dp Abri de.2004, | '

rGENENTg-'eH-,, NG,

| ' ' _ Por: [Firma); o
| Nombre:Stephen @: Juelsgaard
Tifaio: Vicepresidents, Consejo .
¥-Seeretarls Gonaral,

621
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ostille

{Canvantion de La Haye du § Gotobre 1961F

Gounrys United Statés of RiGEies

This publid dociment: o
hag peen signed by Harrier Smith Windgor

acfing 46, the capagity of Se¥sthry oF State, of Palawsra.
o .

Pdsre the ;seaifsfampéoi’s dEfica of Secratary of State
; @Ebh 't

at Dover, Dalawsre |
the twenty-fourth day of ;i{q}g_, A.D. 2008
o

by Secratary of State, ‘Dﬁ'_lfa»zarp Department of State

No. 0254032

A0, Sighature:
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PAGE 1

1, HARRTET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE $TATE oF

#ARE, DS HEREBY CERTIFY THE-ATTACKED TS K TRUEZ ARD CORRECH
GURY OF THE: CERTIFICATE OF AMENDMENT: OF "GENENTECH, INC.", BPLED
IN THIS OP¥IcH on Fie TENTH DAy or MAY, A.D. 2001, AT 2:0S
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CERTIRICATEOR AMENDMENT .
OFAMENDED ANDRESTATED
‘CERTIFICATE OF INCORPORATION'

i JELLAD 22X0F PN 05K

o 3

Geaeptech, Int. a cofporation Orgadiized and: #xisting auhder ond By Virus -6f the Génerit
Corporation Liw 6f thé Stateof Difdivare, | -

DOES HERBEY GERTTEY: o

FIRST: That a1 a:micetinig 4f the Boate uff Diseiits: 50 Genentedh, Inc. resclurions were duly

Joptell seiing forch .o Poposed arméiliment of The Amended ANd Restiied. Cennieate of
Incoiperation. of said corponaion, -decturlg: st arendment o it advisable and catling &
meeting of the stickholders of said.Compdration: for wonsidiereiion Hersat.. Tha resolution, setling
ot progRied-sinehdments as.folluwy:| :

RESOLVED, mmdleAnﬁndbdamLResmédCumfwm of ncqrponition.of wis eorporation 8
amended by cliahging “Section 4:01(ay"of.che Arlalethereof nutnbered ~4" o that, 4§ amended,
uid Seauon of surd Arivle shall be 208, read gs foflows: _

“Section:3.01. C&pqul';smfk.l {8) TheOorparation ix-authorizad to issus
twa clzsses:of stock ta b designalied, ceapectively, prefemed stock and common
stock, “The total number of: shares: which the Carporation is. Authorized i6-§ssue is
oae billiop three hundred. roiltian 1,300,000,000) shares. One hundred miilion
(100,000,000) shares shall be desighated preferred. stock, par value $0.02 pet
. share. (“Pedferted Stock®). One. billion two Yhundred million {1,200,000,000)
— sharés shall be designated comimon Stock, pas valte $0.02 per share +*Qomimon
! Stock™). The Cormmon:Siock of ﬂw?amomxon shail'be all of ori¢ Clasy”

salutitn, of. ity Baard,of. Ditectors.the regular medting
said corporation Wak:duly'called and, betd upon:aotice i sceordaice with

ton 222-pl'the Gieneril Corpstution Law. of. the Stute. of Delvate at which toecing dhe
NECASary Alimber of:shares 35 required Wy statire svere vicdinTavor be ihe:iteadmear,

"TRIRD: That suid amictidasent was-dily gé‘qmggggn sccordatice-with the firovisions 6f Sedfion:
220t theGenetdl Corpaiation Lavaof the State-of Befuware.

FOURTH: "Thac:heguplital of sl L‘Etfpemllcn shlk ot be peducediundsr oriby seison of.said
amendment, - v

~ IN:WITNESS WHERBOE, s21d Gen‘énm:hqlﬁc hazé cauged thiv Cerfificats of Amendinént & ba

L signediby Srephen. G Jiclsgadrd. dh Aithoelzed:Oficer, s 1 Oct:da.6f May, 2001,
o ~ ,

“Ryrey

tore,‘.i farjg :fu?renru de este lircty 5 || N
gesertl . h A
lofotogpio e ' "01040pin que rgingige ton

iy % nlfm 09uese hatenidg ¢ o

[N b
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B TRADIICEION ﬂti‘ESﬁfAﬁ’@Léér Certificadode Enmienda de Garientech; Iric:

Lo N @ o

APBSTILLA
{Convenicléit de Laiiiaya dei & de:Detibré-de 1 961)

Pais: Estados Unidos d8-Amierca

Esta doouiiients piblics:

hia sido feiriatio por Hartlet Smiith Windsor
acluandorenicapacidad -ae'-s:efcté.fae“ﬁﬁﬂé-:f—:*sfa‘do';adé ‘Delawars.
lleva efsgfloftimbre de Ia Oficina.dis) Setietario deé Estado

‘Certificado

efi Dovar, Délaware _

el Veinticuatro dg mayo; A, B F005

por el Secrefario de Estado, Depaitainento-de Estado.de Delaware
No: 0254032

Selloftimbre : 19.  Firma

HairmistSmith Windsor(Firia)

o
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e
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DELAWARE
. EL PRIMERESTADO
: !
YO, HARRIET SMITH WINDSQR, SECRETARIA. DE ESTADG DEL
ESTADD'DE DELAWARE; CERTIFICO:POR LA PRESENTE QUE EL ANEXQ ES
UNA COPIA AUTENTICAY CORREGTA DEL CERTIFISADO: DE ENMIENDA DE
“GENENTECH, ING?, PRE;SfEﬂTADbi EN .ESTA OFIGINA £ DECIMO. DIA BE !
MAYO, A, D, 2001, LAS 2:05 EN EUNTO DE LA TARDE.
|
k

Harriet:Smith Windsoy/(Eme);
| Harriet Smith:-Windsor, Secretaria da &
- AUTENTICACIONY/28

4
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‘ERTIFCADODE TERCERAENMIENDA DEL
CERTIFICAD®: DE INCORPORACION
GORREGIDO Y VUE‘L—T;G AREDACTAR

Genentech Ine. URE COBEIELISH: ofganizada y-existente bajp yporvitud de 18 Lay

General de Corporagiol del Estado de Delaware.,

CERTIFICA PORILA PRESENTE:

PRIMER®: Que en uhar rehméh d& la Juita Directiva: de: Genentech; Inc. ge:
adoptaron debidarimetits. resoluc!ohes “que establecen una enmicnda:s PIEpOESta:der

ceitificade d&. Incsrporacin: Corregldo y vuelto a Redattar de dicha compoiagisn,

detlarando dicha -enmienda £omo ‘dconsejable y llamaEndo a 4la. reunidn de:

actionistas de dicha: comporacion : ‘para cotislderagion: de 14 Wisma. La resolucidn
establece 1a enmilenida propiests dela siguibrte migniera;

RESUELVE, que &l Certificado de: Incorporacién:Conegido y: vuelto a Radactir-da
esla Corporacioh e éhmlende cambiando. “la: Seceitn 4.01{a)" del Atticiilo. alli

NUTETade *4™ tal §ie, como se enmiends;, dicha Sscsitn dé dichs. Articuld se lea
d&a siguiente maners:

SECGION #.01. Acsioriss do Capital, {2) fa Comporatish st
sifiorizerds @ S dosolases:de atciones que deber desigharss,
fespectivamente, acdiones preferenciales v, scsiones: Eohilines. Ef
fidhiere 1’etaf-de*acc]one§ que 13 Corpotatioh &5ta-diftdrizada a emitir
‘ es: de mil {restientos miilones i{1,300; 060;000) de acciones: Clen
millones {160,060 0’00) e agsivnes sersin desigrigdas actiohes:
-preferenciales, por im valor de 0 02, por @eelbn: {(*Aceidh:
Prafersricial™)s it tdosclenfos miliones {1,200,060.000) da- dcciones
- §&rEN designadas acc:anés TomuREs, por g Valor de $0:02 por-
Ci6r Goi'h‘un) La aceldn somign de 1a Gom agion, seta.
. ";%oda-ﬂe’ ong' misma cfaﬁe

p BT T
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TERCERD: Quie dicha. enmisnd !se adoptd debidamente. de acuerdo von i
pravisto en la Seccion 242 de la ey, Genetal da Corporacitn del Estado-de:
Delawars. !

Woee .3

GUARTO: Que. el tapital de dicha corporacion nosera reducido bajo @ por razén
de dicha enmienda: ' I

e :
EN TESTIMONIO DE LO ﬁUP«Lg dicha: Genentech, Ine. ha causado este:
Certificado de Enmienda para qug;se;a fimado. por Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionario Autorizads, este 10 de Mayo de 2001

" GENENTECH, ING.

PO {Firhia)

Normbre: Stephen.G. Juelsgaard

‘Titule: Vicepresidente, Consefe
y Secretarla:Genera):




o e
Industria v Comercio

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

S N,
PATENTE DE INVENCION [:l MODELQ %aé: 1a 2?%_%% %15 |1~2|07 Eia%éoza gNﬁ%%@ESR

Act. 411 PRESENTACION Folios: 325

RN

Indicacién que se solicita una
C1ON QUE S€ SOICIA UNa PRIGAL I ERINTENDENGIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

vevsivicrta v SBUESISEURELPAIARI

Descripcion de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes Fecha: 2011-08-01 16:07:34  Dep. 2020 DIR. NUEVASCR
J g ' Tra. 11 PATENTEIYIl Eve: 378 FASENACIOMAL!

Comprobante de pago de las tasas ¢ Act. 411 PRESENTACION  Folios: 326

Completa l:l ' T TTiRempleta )T T T T

PATENTE DE INVENCION PCT 5Z1-MODELO DE UTiLIDAD PCT [ Art33 Decisién 486100, Circular Unica

R B

o

Indicacidn que se solicita una PCT A

Copia de ia solicitud en espaficl, tal como fue presentada inicialmente {capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de ias tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa m Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 118 Decision 486/00)

L]
L]

L]
L]

Indicacién que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacion del soficitante ¢ de la persona que preseﬁta la solicitud

Representacion grafica y fotografica del Disedio industrial o muestra def material que incorpora el
disefio

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa [__J Incompleta D

T

ESQUEMA DE TRAZADO | ] (Art. 92 Decisién 486/00)

NENRNRN

indicacién gque se solicita un esquema de trazado
Datos de-identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacién grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta l:,

Pi02-F08 {2009-11-18)




