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Anexos:

Comprobants de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 422.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.
Copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicitud intermacional al castellano. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones,
dibujos)

Copla del examen preliminar efectuado por la IPEA.
Traduccidn del examen preliminar 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 conacimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material biocldgico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacion sobre ofras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con Ia invencién de esta
solicitud.
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Representacidn' y-Podel con sutenticacidn votarial y Apaestilie
para paientes, modelos de utilidad, disefos industriales,
marcas de fibrica, oombres comerciales, ensefias, nombres
de dominio, lemas comerciules, licencias.

Represenintion and Powerof- Attorney  with notarial
authentication and Apostllle for patents, otility  madels,
industrial designs, trademarks, commercisl names, trade
emblems, domain names, slogans, llcenses.

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY

Yo (nosotros), abajo firmado (s)/1 (we), the undersigned

CELLTECH R&D LIMITED
domicilindo (s)en/of__208 BATH ROAD

SLOUGH, BERKSHIRE SL1 3IWE

UNITED KINGDOM

por el presente nombramos a EMILIO FERRERO, tpa 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 81; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
13535 y GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciliados en 1a Carrer 4*
N°* 72 35, Bogowh, Colombia, en obedecimiento a lo dispuesto en el
parignfo lo del Articulo 543 dei Cédigo de Comercio, ¢l primero como -
principal y los demis como suplentes, en s orden, como mis (nuesros)
represeniantes en todos los asuntos de propicdad industrial con fiacultnd
parn recibir novificaciones y nombrar spoderados judicisles o
extrajudiciales. E! primer representante suplents reemplexand al principat
" tn caso de ausencia © impedimento 1emporal o definidve de squél La
misma regla s aplicani cusndo el segundo represenante suplente hayn
de reemplazar al primero, o el tercero al segundo, En tales cagos, o
“representante principal, 0 ¢ primero, ¢ scgande suplente, €n su caso, 0
wmbos, declararin su Intencidn d& po cjercer Ia representacién medimt
deelaracién autenticada por Notario Piblico en Colombis, o por Notario
u otro Funcionario Piiblico, o Cansul de Colombia, en ¢l extranjero; y 5i
s tratare de impedimenio, con el cenificado reapeciivo. Sialguno de los
nombradas fahare definitivamente, ef siguisnte tmanl s lugsr. Cuando
cesare [n ansencia 0 impedimento del representants principal, o de su
primero o scgundo suplentes, en su cmso, podrin cjercer s
representacidn, en su orden, uno u otros segin el caso, anmiéndola por
¢l solo hecho de ejercerln, cestndo en ese momento ¢l ejercicio de In
representacién por el primero, segundo o tercer saplente en su caso. |

Ademis, confiero (conferimos) poder a los sbogadoy airiba ‘nambraitos, ™ |

.pll'l obtener 1a proteccidn de mi (uestrs) propiedsd indusrial y contra
ln competencin desleal, & cuyo cfecto awtoitzo (@mos) o los diches
apoderadas pars que me (nos) representen ante cuslesquier enidades o
persovss, ¢jerzan o no jurisdiccidn, especighments snie las del orden
wminisirativo, contenciose administrative “y Judicial; ‘sif ‘cbeid “los
tribunales de arbitramento, en todo o comicernjente a los, ‘siguientes
asuntos: u) Obeencldn de patentes de mvencidn, modelos de utilidad, ¥
disefios industriales; el registro de meoes de fibrica, colectivas,
defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales,
enselas, nombres de dominio, vericdades vegetales y denominaciones de
origen; su renovacidn, iaspaso, cambio de nombre o domicilio,
cxncelacidn volumaris; y e} registro de licencias de wso de £xos derechos;
b) Las ecciones de competencia degleal, proteccidn del consumidor,
oposiciones u observaciones, ctancelacidn sdministrativa y judicial,
nulided, medidas cautelares, coneesidn de licencias, la tutels, la
proteccidn de secrewos industriales, v en general los juicios eiviles,
penales, administratives o contenciose  administrativos relacionados con
efnos derechas; acciones ¥ procesos que promoveme: ¢ se nos

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEDI-179 (MINUTA 12.1.1.2.9)

in due compliance with the terms of paragraph 1t of anticle 543 of the
Commercial Code, do hercby sppaint EMILIO FERRERD, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa,
23535 and GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciled at Carrers 4° N*
72 33, Bogowl, Colombia, the fimt as principal and the others as
uiternates, {n the arder of their appointment, as our representatives for all
industrial property matters with faculty 10 recelve notifications snd to
appoint anorneys in and out of Cowrt. The first alternate shall replace the
principal In case of his abseace or of wemporal or definhive impediment.
The mme rule will apply when the second alternate representative is to
replace the firm one, or when the third is to replace the fivst or second
alternates in their tum, or both of them, sccond. In such cascy, the
principal representative, or the flrst o sccond altermates in their wm, or
both of them, shall state their intention not to act 23 representatives
through a declaration given before a Nomry Public in Colombia, or before
a Notary ar snother Public Official or s Colombian Consul abroad; and in
case of impediment, the appropriate certificate shall suffice. If any of the |
appointess were o be definitcly absent, the following alternate shall wke
his place. When the sbsence or impediment of the principal
represeniative, ar of the first or second alternate in their tum ceases, the
representation can be taken again in their sequence, by the principal, the
fire or second ahemate depending on case, and the mere fact or its
exercise will suffice. The exercise of the representmion by the first,
second or third alternates in their tum shall end &t such time.

Mulﬁdpwmmdlpﬁulheunfﬁrm ..
I (we) suthorize the said atiomeys tw represy .
authorities or persoms, with or without jurigdigd

administrative, séministrative contentious and ) E‘ ?.

Arbitratlon Court, in all maners concerning i foils "!np; Q i AR
of patents, willty models and incusvish\dbitrdl- Bejigidigptor . . Han
trademarks, coliective, defensive and servi g GARAIAS

names, trade emblems, domain
denominations of origin; its rencwal, =
domicile, voluatary cancellstion; and the

conjumer, oppositions of observalions, admifffSh

cancellatian, nullity, infringement, granting of licanses, the action for writ
mandamuy, the protection of trede secrets, and in general the civil, peaa,
wnd administrative suiis relating 10 those rights; actions and suits
instituted by me (us) or against me (us). And that in all the above maters
they may subgituts this Power of Antamey, compromise, conciliate,
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an. Y pars que en todos ios asunios arriba deverminados, puedsi | admit the facts of the case, desis, cancel, receive, resiga, nd ruiify acts

'?"'"“"“"‘ efe mandalo, transigir, conciliar, admitir los hechos del dorne by representatives without s power of snomey.
** o, desigtir, eancelar, recibir, renunciar, y mtificar los actos de
_ntes oficiogos. ‘
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. LA TEXNTICACION NOT. AR.IAI.. (SOCIEDAD) NOTARIAL AUTHENTICATION (COMPANY)
Tyt l
=. Fatrascrito Notario Certifica: Que la firme que snrecede de The undersigned Notary certifies: That the preceding signature
71, ;
Jottd SuaTel
3 suténtica; que el signatario pefia actualmente el cargo is suthentic, that the signatory currently acts in the position of __
4 de O [- % l-4d-1 L - [} p. N
delncompatite_¢7 & LL ] of the company K - D
sociedad que eate existe y estd organizada de acuerdo a lmmymmtusﬁdzmdmwmd:mumot__
s leyes de__{N g [ TN/, ENEL LoD
mhdmm“ﬂkhmmﬁhﬂ%ﬁﬂﬂc_ﬂi- tmteakiems_0Y KATH KD
S-lJ.Il Gt SM
¥ que el signatario tiene facultad para ctorgar este documento. - and that the signatory has the power to grant this document.
Tados los hechos anteriores le constan por haber examinado los | The Notary Public is & and attests to the above facts upon
documentos respectivos y de tode cllo da fe. examination of the nd' documents,
Dudo y firnado en Given and signed in
Ay Emem 2o e KRG u@%_u_
¥ ;

E Notario Pdblico - The'Namy

(Firma-sello)
APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
l. Country: »
This public document “ﬁh}n
. mhm
2. hasbeensigned by ..cccoiniciciiiiiinencecniennn it v enenee e WH—,mms Wik,
3. actinginthecapacity of .......ccoueeemritmeirerrrcrcriernnrenannsene 0179 83199;
4.  bearstheseal/stampof..........cooeiimiiiiicce e
Certified
5. abicicieceseceeen G.the ..o cecsciaann A Comvbivg £a 01 ORISINAL
. .Il wE Temdd A LA wioth
7. by .......................................................................... o e ST M .,m. E
B NO. ceueremssreunceassseresessessnsssasesssesasesasssessass s esssessenms 06 MAY 2004
9.  Seal/stamp 10. Signature "*"-‘ﬁ
N ignt? %.nm
................................................................... ) TA“ O‘! o
© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEOI-179 (MINUTA 12.1.129)
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7.

LELL 1R Ly 131" 341 001-¢

APOSTILLE
{Hague Convention of 5 October 1961 7 Convention de La Haye du § octobre 1961)
Country: United Kingdom of Great Britain and Northern Lreland
Pays: Roynume-Uni de Grande-Dretogne et d'Irdande du Nord
This public document / Le prisent acte public

2. Hus been signed by Phillip H Jooes
u &k signé par
3. Astinginthe capacityof Nomary Public
sgissanten qulnede
“ . .- Brofsthe scolstampof  The Said Notary Publie ?ME o FA%m SBXTO () DL CACLLD
~ ', 2. st evitu du Soeawhimbre de .-'"',"mﬂu. AHCIOE CON KL ONITINAL
R St et HE TENIDO A EA VIOTA
' PR L T
_ Cetificd/AliitE}
o k.

2t Loadon/h Londres 6. thefic 651

by Her Majesty's Principal Secretary of State for Foreign and
par le Secréire <"Ewt Prineipal de So Majesté aux Affhires Etran,

8. Number/sous No . G987139

10, Signature: T.S.Cunzingham

For e Secrwicry of Siaie / Powr le "Eat

- I e

Ry}
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TRADUCCION OFICIAL No. 14.02/02 realizada por Diego Vargas,
Traductor Oficial, Resolucién No. 0001 de 1999 del Ministerio de

Justicia y registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores

de Colombia.

A continuacifn se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento de Representacién y Poder escrito en inglés y espafiol
por medio del cual CELLTECE R&D LIMITED domiciliado en el 208
BATH ROAD, SILOUGH, BERKESHIRE SL1 3WE, REINO UNIDO, otorga
derechos de representacién y poder a los Doctores EMILIO FERRERO,
tpa. 31929; GONZALO PERDOMO, tpa. B831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ,
tpa. 23555 y GERMAN CAVELIER, tpa. 832.

Dado y firmado hoy 24 de Enero de 2002

En _ Slough, Reino Unido

Por

Firma Ilegible P avace
Firma Firgma

JOHN "ANDREW DUNCAN SLATEIg,

SECRETARIO DE LA SOCIEDAR::., g
BT vasia &(‘F‘ﬁr
L)

NI B ._\:.:_WJ!I'- -

AUTENTICACION NOTARIAL (SOCIEDAD) en donde ke dJertifica 1la

anterior firma de JOHN SLATER, asi como de \gu cargo como
Secretario de 1la Sociedad, compafifa actualmente existente vy
constituida de acuerdo a las leyes de Inglaterra con direccién en
el 208 BATH RD, SLOUGH. Adicionalmente se certifica que el

signatario tiene facultad para otorgar este documento.

Dado y firmado en Windsor



El 24 de Enero de 2002

nis
& " *
é %
Firma ileqible a H
Notario Pdblico s
{Sello-Firma) v P '.d”
TaRw

Sello: Phillip H. Jones

Abogado y Notarilo
Madeira Housa, Madeira Walk,
Windsor, SI4 1EU Ingalterra

07153 851581

(ANEXO)

APOSTILLA

(Convencifin de La Haya de Octubre 5 de 1961/ Covention de la Haye du 5 octcbre 1961)

1.

Pais: Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda del Norte

Pays: Royaume-Uni de Grande-Bretagne et d“Irlande du Noxrd

Este documento piiblico/ Le présent acte public

Ha sido firmado por Phillip H Jones
a été signé par

Actuando en calidad de Notario Pfiblico

agissant en qualité de

eat revétu du sceau/timbre de

Certificado/Attesté&f’

en Londres/ 4 Londres 6. El/le 05 de Febrero de 2002

por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad para Asuntos
Extranjeros y de la Commidad /



parleSec:étajzed‘EtatP:inéipaldeSamjestémitmmiquem
Affaires Etrangires et du Commxmealth

aaaaaa

g
8. Nfmero/ sous No. G987139

9. Estampilla: 10. Firma: T.S. Cunningham

Firma Ilegible

Imagen Gbeenida por Escinar

LEYENDA: OFICINA DE RELACIONES EXTERIORES Y DE LA COMUNIDAD LONDRES

Aparece un sello seco sen.lejante al descrito anteriormente

Por el Secretario de Estado /Pour le Secrétaire d“Etat

oficina para su confrontacién.

/COLO 13115-841-001-2/DVZ/ID:3087/WPCL002G -

; - Verpe
bl%?ﬁ £ VAHBAS ~.
TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL
ESPANOL - INGLES - INGLES - ESPANOL
RES. 0001 DE ENERO 4 DE 1999

MINISTERIO DE JUSTICIA
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) Worid Intellectual Property Organization

Inlernational Burean
(43) International Publication Date (10) International Publication Number
17 April 2003 (17.04.2003) PCT WO 03/031475 A2

(51) Imternational Patent Classifieation”; Co7K 1600 / (GB). ZINKEWICH-PEOTTL Karen [GB/AGB); 208 /

Bath Road, Slough, Berkshire SL1 3WE (GB). MORRI- /
{21) International Application Nomber: PCT/GB02/04619 SON, Robert, Keadsll [GB/GB]; 208 Bath Road, Slongh,
Berkshire SL1 3WE (GB).

{22) Yoternational Fillog Date: 10 October 2002 (10.10.2007) /
(76) Ageats: MERCER, Christopher, Paul et al.; Carpmaels

25 Filillg Language: Bﬂililh l'lfﬂﬂ. 41 Bloomsbm'y Square, London WC1A 2RA

(26) Publication Language: English (g1) Designated States (narional): AE, AG, AL, AM, AT, AU,

. AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CQ, CR, CU,

(30) Priority Data: a.oannm.nzmm.m.n.ca.%cﬂ.m

01243179 10 October 2001 {10.10.2001) GB GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG. KP, KR, KZ, LC,

LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW,

{71) Applicant (for all designaied States except US): CELL- / MX, MZ, NO, NZ, OM, PH, PL. PT, RO, RU, SD, SE, SG,

TECH R & D LIMITED [GB/GB}; 28 Bath Road, SI, SK, 5L, T, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ,
Slough, Berkshire SL1 3WE (GB). VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW,

{72) Imventors; and ) Designated States (regional): ARIPO patent (GH, GM,

(75) Iaventors/Applicaots (for US anly): POPPLEWELL, KR, 1S, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW),

Andrew, George [GB/GB]; 208 Bath Road, Slongh, Burasian patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),

Berkshire SL1 3WE (GB). TICKLE, Simon, Peter Exropean patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE,

[GB/GB]; 208 Bath Road, Slongh, Berkshire SL1 IWE ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, SK,

[Coniinusd on next page]

{54) Title: BIOLOGICAL PRODUCTS

Radioimmumoassay Resulty

BLOCKING OF 1251 VEGF BINDING TO KDR HUMAN fgFc

% Bound 125! VEGF

1 10 100 1000 10000
Antibody Concentration (ng/ml)

(57) Abstraet: There are disclosed antibody molecules conwining at least one CDR derived from a mouse monoclonal antibody
having specificity for human KDR. There is also disclosed » CDR grafted antibody wherein st least one of the CDRs is a hybrid
CDR. Further disclosed are DNA scquences encoding the chains of the antibody molecnles, vectors, transformed hos cells and vses
of the antibody molecules in the treatment of diseases in which VEGF and/or KDR sre implicated.



WO 03/031475 A2 HIREBEEIEEAENENNIEE

TR), OAPI patent (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ,  For wo-letter codes and other abbreviotions, refer to the "Guid-
GW, ML, MR, NR, SN, TD, TG). ance Notes on Codes and Abbreviations” appearing at the begin-
blished ning of each regular issue of the PCT Gazelle.
Po 2

—  without international search report and to be republished
upon recelpt of that report
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WO 03031475 PCT/GB02/04619
1

Biological Products

The present invention relates to an antibody molecule having specificity for

antigenic determinants of human kinase insert domain-containing receptor (KDR). The
antibody molecule binds KDR with greater affinity than humen vascular endothelial
growth factor (VEGF) and prevents the interaction between VEGF and KDR. The present
invention also relates to the therapeutic uses of the antibody molecule and methods for
producing the antibody molecule.
This invention relates to antibody molecules. In an antibody molecule, there are two heavy
chains and two light chains. Each heavy chain and each light chain has at its N-terminal
end a variable domain. Each variable domain is composed of four framework regions
(FRs) alternating with three complementarity determining regions (CDRs). The CDRs
determine the antigen binding specificity of antibodies and are relatively short peptide
sequences carried on the framework regions of the variable domains. The residues in the
variable domains are conventionally numbered according to a system devised by Kabet et
al. This system is set forth in Kabat et al, 1987, in Sequences of Proteins of
Immunological Interest, US Department of Health and Human Services, NIH, USA
(hereafter “Kabat et al. (supra)”). This numbering system is used in the present
specification except where otherwise indicated. :

The Kabat residue designations do not always correspond directly with the linear
numbering of the amino acid residues. The actual linear amino acid sequence may contain
fewer or additional amino acids then in the strict Kabat numbering, corresponding to &
shortening of, or insertion into, a structural component, whether framework or CDR, of the
basic varigble domain structure. The comect Kabat numbering of residues may be
determined for a given antibody by alignment of residues of homology in the sequence of
the antibody with a *“standard” Kabat numbered sequence.

The CDRs of the heavy chain variable domain are located at residues 31-35
(CDRH1), residues 50-65 (CDRH2) and residues 95-102 (CDRH3) according to the Kabat
numbering.

The CDRs of the light chain variable domain are located at residues 24-34
(CDRL1), residues 50-56 (CDRL2) and residues 89-97 (CDRL3) according to the Kabat
numbering.
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Construction of CDR-grafted antibodies is described in European Patent
Application EP-A-0239400, which discloses a process in which the CDRs of a mouse
monoclonal antibody (Mab) are pgrafted omto the framework regions of the variable
domains of a human immumoglobulin by site directed mutagenesis using long
oligonucleotides.

The earliest work on humanising Mabs by CDR-grafting was carried out on Mabs
recognising synthetic antigens, such as NP. However, examples in which a mouse Mab
recognising lysozyme and a rat Mab recognising an antigen on humean T-cells were
humanised by CDR-grafting have been described by Verhoeyen et al. (Science, 239, 1534-
1536, 1988) and Riechmann et al. (Nature, 332, 323-324, 1988), respectively.

Riechmann et al. found that the tramsfer of the CDRs alone (as defined by Kabat
(Kabat et al. (supra) and Wu et al., J. Exp. Med., 132, 211-250, 1970)) was not snfficient to
provide satisfactory antigen binding activity in the CDR~grafted product. It was found that
a number of framework residues have to be altered so that they correspond to those of the
donor framework region. Proposed criteria for selecting which framework residues need to
be altered are described in International Patent Application No. WO 90/07861.

A number of reviews discussing CDR-grafted antibodies have been published,
including Vanghan et al. (Nature Biotechnology, 16, 535-539, 1998).

VEGF is a homodimeric glycoprotein of two 23kD subunits with structural
similarity to PDGF. It has an important developmental role in vasculogenesis, the
establishment of a system of new blood vessels, and is involved in angiogenesis, the
formation of new vessels from pre-existing ones. Angiogenesis involves the proliferation,
migration and tissue infiltration of capillary endothelial cells from pre-existing blood
vessels. As well as playing an important role in normal physiological processes, such as
embryonic development, follicular growth (including corpus luteum formation) and wound
healing, angiogenesis occurs in 2 number of pathological conditions including
inflammation, psoriasis, rheumatoid arthritis and tumour growth and metastasis (Folkman,
J and Klagsbrun, M., Science, 235:442-447, 1987). For example, it is widely believed that
tumours are incapable of growing beyond a certain size unless they are provided with a
dedicated blood supply via angiogenesis.

VEGF is distinct from other factors implicated as possible regulators of
angiogenesis in vivo in that it is an endothelial cell-specific angiogenesis inducer.
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Five different monomeric isoforms of VEGF exist, resulting from shernative
splicing of mRNA. The isoforms include two membrane bound forms (VEGFx¢ and
VEGF)1p) and three soluble forms (VEGFgs, VEGF)2, and VEGF)4s). In all tissues except
human placenta, VEGF¢s is the most abundant isoform.

The effects of VEGF are mediated through its interaction with two high affinity
tyrosine kinase receptors, fins-like tyrosine kinase receptor (FLT-1 or VEGFR-1, Shibuya
M. et al., Oncogene, 5, 519-524, 1990) and KDR (or VEGFR-2, Terman et al., Oncogene,
§, 1677-1683, 1991). Both KDR and FLT-1 are membrane-spanning receptors that each
contain seven immunoglobulin-like domains in the extracellular ligand-binding region, &an
intracellnlar tyrosine kinase domain and a transmembrane domain. The transmembrane
domain serves to anchor the receptor in the cell membrene of the cells in which it is
expressed.

There are several reports of the over-expression of both VEGF and its receptors
within tumours, both at the RNA and protein levels (Dvorak et al., Curr. Top. Microbiol.
Imunol., 237, 97, 1999). VEGF expression is upregulated in response to hypoxia, which
frequently occurs within tumours, and increased concentration of ligand induces the
expression of its receptors. Examples of studies showing increased KDR expression in
human tumours include: breast cancer (Brown et al., Hum. Pathol., 26, 86, 1995); colon
cancer (Takahashi et al., Cancer Res., 55, 3964, 1995); renal cancer (Takahashi et al,
BBRC 257, 855, 1999) and adenocarcinoma of the gastro-intestinal tract (Brown et al.,
Cancer Res., 53, 4727, 1993). In a more recent study using an antibody specifically
recognising VEGF bound to KDR, upregulation of the VEGF/KDR angiogenic pathway in
non-small cell lung cancer was observed (Koukourakis et al., Cancer Res., 60, 3088, 2000).

A pumber of pieces of experimental evidence demonstrate the causal link between
VEGF eactivity and tamour angiogenesis in vivo. Kim et al injected an anti-VEGF
neutralising Mab into tumour-bearing nude mice and showed suppressed tumour growth
(Nature 362, 841, 1993). Retroviral expression of a dominant negative mouse KDR (FLX-
1) also inhibited tumour growth in mice (Millaver et al., Nature, 367, 576, 1993).
Similarly, VEGF antisense (Cheng et al., PNAS, 93, 8502, 1996), anti-FLK-1 antibodies
(Witte et al., Cancer Metast. Rev., 17, 155, 1998) and expression of soluble FLT-1
(Goldman et al., PNAS, 95, 8795, 1998) all inhibited tumour growth in mouse models.
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Several pieces of experimental evidence suggest the biological effects of VEGF
relating to angiogenesis are mediated predominantly through the KDR receptor (for review
see Larrivee and Karsan, Int. J. Mol. Med,, 5, 447, 2000).

The VEGF-mediated activation of KDR alone (in cell lines expressing one
VEGFR-type only) wes shown to be sufficient to cause cell proliferation and migration
(Waltenburger et al., J. Biol. Chem., 269, 26988, 1994). Conversely, when FLT-1 alone is
activated, cell proliferation is not seen and cell migration is inconsistently observed,

Experiments utilising receptor-selective VEGF mutants have shown that KDR
ligation activates mitogen-activated protein kinase (MAPK) giving rise to proliferation,
migration and vascular permeability (Keyt et al.,, J. Biol. Chem., 271, 5638, 1996). The
FLT-1 selective mutant was inactive in these assays.

An anti-VEGF Mab blocking the interaction with KDR but not FLT-1 was able to
inhibit VEGF-induced vascular permeability, whereas a non-blocking anti-VEGF antibody
had no effect (Brekken et al., Cancer Res., §0, 5117, 2000).

The production of Mabs against the murine VEGF receptor, FLK-1, by hybridoma
techmology has been described (WO 94/11499). These were demonstrated to inhibit FLK-1
receptor activation by blocking the interaction of VEGF with the receptor. This inbibition
of receptor activation was effective in inhibiting VEGF-induced angiogenesis in certain
models. In addition, this anti-FLK-1 antibody has proven effective in treating several
mouse xenograft tumours. However, not all antibodies that bind FLK-1 will bind KDR
with sufficient affinity for therapeutic efficacy.

VEGF-KDR binding also inhibits apoptosis of newly formed blood vessels via the
KDR-mediated activation of the PI3-kinase-Akt kinase signalling pethways ( Akt kinase is
a well-known downstream kinase of the PI3-kinase pathway involved in cell survival,
Gerber et al., J. Biol. Chem., 273, 30336, 1998). Animal models also demonstrated the
effectiveness of blockade of this anti-apoptotic response through blocking the VEGF-KDR
interaction.

It is currently believed that KDR is the most important receptor in medjating the
effects of VEGF and its role in promoting angiogenesis and new vessel survival appears
universally acknowledged.

Therefore, an antibody molecule able to bind KDR and block its activation by
VEGF may be of therapeutic benefit in the treatment of pathologies in which VEGF and/or
KDR are implicated. For example, cases of inflammation, psoriasis, rheumatoid arthritis
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and tumour growth. There are also strong arguments that this may be best achieved
through blocking its interaction with the KDR receptor. There is a need for such an
antibody molecule which can be used repeatedly and produced easily and efficiently.
There is also a need for an antibody molecule that has high affinity for KDR and low
immunogenicity in humans.

In a first aspect, the present invention provides an amtibody molecule having

specificity for KDR, comprising a heavy chain wherein the variable domain comprises a
CDR (as defined by Kabat et al., (supra)) having the sequence given as H1 in Figure 1
(SEQ ID NO:1) for CDRH]1, as H2 in Figure 1 (SEQ ID NO:2) for CDRH2 or as H3 in
Figure 1 (SEQ ID NO:3) for CDRHS3. '
, The antibody molecule of the first aspect of the present invention comprises at least
one CDR selected from H1, H2 and H3 (SEQ ID NO:1 to SEQ ID NO:3) for the heavy
chain variable domain. Preferably, the antibody molecule comprises at least two and more
preferably all three CDRs in the heavy chain variable domain.

In a second aspect of the present invention, there is provided an antibody molecule
having specificity for human KDR, comprising a light chain wherein the variable domain
comprises a8 CDR (as defined by Kabat et al., (supre)) having the sequence given as L1 in
Figure 1 (SEQ ID NO:4) for CDRL]1, as L2 in Figure 1 (SEQ ID NO:5) for CDRL2 or as
L3 in Figure 1 (SEQ ID NO:6) for CDRL3.

The antibody molecule of the second aspect of the present invention comprises at
least one CDR selected from L1, L2 and L3 (SEQ ID NO:4 to SEQ ID NO:6) for the light
chain variable domain. Preferably, the antibody molecule comprises at least two and more
preferably all three CDRs in the light chain variable domain. _

The antibody molecules of the first and second aspects of the present invention
preferably bhave a complementary light chain or a complementary heavy chain,
respectively.

Preferably, the antibody molecule of the first or second aspect of the present
invention comprises a heavy chain wherein the variable domain comprises a CDR (as
defined by Kabat et al., (supra)) having the sequence given as H1 in Figure 1 (SEQ ID
NO:1) for CDRH], as H2 in Figure 1 (SEQ ID NO:2) for CDRH2 or as H3 in Figure 1
(SEQ ID NO:3) for CDRH3 and a light chain wherein the variable domain comprises a
CDR (as defined by Kabat et al., (supra)) having the sequence given as L1 in Figure 1
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(SEQ ID NO:4) for CDRL1, as L2 in Figure 1 (SEQ ID NO:5) for CDRL2 or as L3 in
Figure 1 (SBQ ID NO:6) for CDRL3.

The CDRs given in SEQ ID NOS:1 to 6 (Figure 1) referred to above are derived
from a mouse monoclonal antibody VR165. The present invention also provides the mouse
monoclonal antibody VR165. The sequences of the variable domains of the VR165
antibody are shown in Figure 2 (SEQ ID NOS: 7 and 8). The light chain constant region of
VRI165 is kappa and the heavy chain constant region is IgG2a. This mouse antibody is
referred to below as “the donor antibody”.

In a second alternatively preferred embodiment, the antibody according to either of
the first and second aspects of the present invention is a chimeric mouse/human antibody
molecule, referred to herein as the chimeric VR165 antibody molecule. The chimeric
VRI165 antibody molecule comprises the variable domains of the mouse Mab VR165 (SEQ
ID NOS:7 and 8) and human constant domains. Preferably, the chimeric VR165 antibody
molecule comprises the human C kappa domain (Hieter et al., Cell, 22, 197-207, 1980;
Genebank accession number J00241) in the light chain and the human gamma 4 domains
(Flanagam et al., Nature, 300, 709-713, 1982) in the heavy chain.

In a third alternatively preferred embodiment, the antibody according to either of
the first and second aspects of the present invention is a CDR-grafted antibody molecule.
The term “a CDR-grafted antibody molecule” as used herein refers to an entibody
molecule wherein the heavy and/or light chain contains one or more CDRs from the donor
antibody (e.g. 8 murine Mab) grafted into a heavy and/or light chain variable region
framework of an acceptor antibody (e.g. a human entibody).

Preferably, such a CDR-grafted antibody has a variable domain comprising human
acceptor framework regions as well as one or more of the donor CDRs referred to above.

When the CDRs are grafted, any appropriate acceptor variable region framework
sequence may be used having regard to the class/type of the donor antibody from which
the CDRs are derived, including mouse, primate and buman framework regions. Examples
of human frameworks which can be used in the present invention are KOL, NEWM, REIL,
EU, TUR, TEIL LAY and POM (Kabat et al. (supra)). For example, KOL and NEWM can
be used for the heavy chain, REI can be used for the light chain and EU, LAY and POM
can be used for both the heavy chein and the light chain.

The preferred framework regions for the heavy chain are the human germline group
3 framework regions shown in Figure 3 (VH3-7 GL, SEQ ID NO:9). The preferred
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framework regions for the light chain are the hurnen germline sequence group 1 framework
regions shown in Figure 3 (A30 GL, SEQ ID NO:10).

In 8 CDR-grafted antibody of the present invention, it is preferred to use as the
acceptor antibody one having chains which are homologous to the chains of the donor
antibody. The acceptor heavy and light chains do not necessarily need to be derived from
the same antibody and may, if desired, comprise composite chains having framework
regions derived from different chains.

Also, in a CDR-grafted antibody of the present invention, the framework regions
need not have exactly the same sequence as those of the acceptor antibody. For instance,
unusual residues may be changed to more frequently-occwrring residues for that acceptor
chain class or type. Altematively, selected residues in the acceptor framework regions
may be changed so that they correspond to the residue found at the same position in the
donor antibody. Such changes should be kept to the minimum necessary to recover the
affinity of the donor antibody. A protocol for selecting residues in the acceptor framework
regions which may need to be changed is set forth in WO 91/09967.

Preferably, in a CDR-grafted antibody molecule of the present invention, if the
acceptor heavy chain has human germline group 3 framework regions (shown in Figure 3)
(SEQ ID NO:9), then the ecceptor framework regions of the heavy chain comprise, in
addition to one or more donor CDRs, donor residues at positions 77 and 93 (according to
Kabat et al (supra)).

Preferably, in a CDR-grafted antibody molecule according to the present invention,
if the acceptor light chain has human group 1 framework regions (shown in Figure 3) (SEQ
ID NO:10) then the acceptor framework regions of the light chain comprise donor residues
at positions 36, 44, 60, 66, 69, 70 and 71 (according to Kabat et al. (supra)).

Donor residues are residues from the donor antibody, i.e. the antibody from which
the CDRs were originally derived.

The antibody molecule of the present invention may comprise: a complete antibody
molecule, baving full length heavy and light cheins; a fragment thereof, such as a Fab,
modified Fab, di-Fab, a di-(modified Fab), Fab’, F(ab'), or Fv fragment; a light chain or
heavy chain monomer or dimer; a single chain antibody, e.g. a single chain Fv in which the
heavy and light chain variable domains are joined by a peptide linker. Similarly, the heavy
and light chain varieble regions may be combined with other antibody domains as
appropriate.
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~ Preferably the antibody molecule of the present invention is a Fab fragment.
Preferably the Fab fragment has a light chain having the sequence given as SEQ ID NO:11
(Figure 4) and a heavy chain having the sequence given as SEQ ID NO:12 (Figure 5). The
amino acid sequences given in SEQ ID NO:11 and SEQ ID NO:12 are preferably encoded
by the nucleotide sequences given in SEQ ID NO:13 and SEQ ID NO:14, respectively
(Figure 4 and Figure 5).

Alternatively, it is preferred that the entibody molecule of the present invention is a
modified Fab fragment wherein the modification is the addition to the C-terminal end of its
heavy chain of one or more amino acids to allow the attachment of an effector or reporter
molecule. Preferably, the additional amino acids form a modified hinge region containing
one or two cysteine residues to which the effector or reporter molecule may be attached.
Such a modified Fab fragment preferably has a light chain having the sequence given as
SEQ ID NO:11 and the heavy chain having the sequence given as SEQ ID NO:12. The
amino acid sequences given in SEQ ID NO:11 and SEQ ID NO:12 are preferably encoded
by the nucleotide sequences given in SEQ ID NO:13 and SEQ ID NO:14, respectively.

In a further altemative, it is particularly preferred that the antibody molecule of the
present invention is a di-(modified Fab) fragment wherein the modification is the addition
to the C-terminal end of each Fab heavy chain of one or more amino acids to allow the
attachment of the chain to another such chain and to an effector or reporter molecule.
Preferably the additional amino acids form a modified hinge region containing one, two or
three cysteine residues, for attachment to the other Fab, the effector or reporter molecules.

A preferred effector group is a polymer molecule, which may be attached to the
modified Fab or di-(modified Fab) fragment to increase its half-life in vivo.

The polymer molecule may, in general, be a synthetic or a naturally oceurring
polymer, for example an optionaily substituted straight or branched chain polyalkylene,
polyalkenylene or polyoxyalkylene polymer or a branched or unbranched polysaccharide,
¢.g. a homo- or hetero- polysaccharide.

Particular optional substituents which may be present on the above-mentioned
synthetic polymers include one or more hydroxy, methyl or methoxy groups. Particular
examples of synthetic polymers include optionally substituted straight or branched chain
poly(ethyleneglycol), poly(propyleneglycol), poly(vinylalcohol) or derivatives thereof,
especially optionally substituted poly(ethyleneglycol) such as
methoxypoly(ethyleneglycol) or derivatives thereof.
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Particular naturally occurring polymers include lactose, amylose, dextran, glycogen
or derivatives thereof ‘“Derivatives” as used herein is intended to include reactive
derivatives, for example thiol-selective reactive groups such as maleimides and the like.
The reactive group may be linked directly or through a linker segment to the polymer, It
will be appreciated that the residue of such a group will in some instances form pert of the
product as the linking group between the entibody fragment and the polymer.

The size of the polymer may be varied as desired, but will generally be in an
average molecular weight range from -500Da to 50000Da, preferably from 5000 to
40000Da and more preferably from 25000 to 40000Da. The polymer size may in
particular be selected on the basis of the intended use of the product.

Particularly preferred polymers include a polyalkylene polymer, such as a
poly(ethyleneglycol) or, especially, 2 methoxypoly(ethyleneglycol) or a derivative thereof,
and especially with a molecular weight in the range from about 25000Da to about
40000Da.

Each polymer molecule attached to the modified antibody fragment may be
covalently linked to the sulphur atom of a cysteine residue located in the fregment. The
covalent linkage will generally be a disulphide bond or, in particular, a sulpbur-carbon
bond.

Where desired, the antibody fragment may have one or more other effector or
reporter molecules attached to it. The effector or reporter molecules may be attached to the
antibody fragment through any available amino acid side-chain or terminal amino acid
fumctional group located in the fragment, for example any free amino, imino, hydroxyl or
carboxyl group.

An activated polymer may be used as the starting material in the preparation of
polymer-modified antibody fragments as described above. The activated polymer may be
any polymer containing a thiol reactive group such as an a-halocarboxylic acid or ester,
e.g- iodoacetamide, an imide, e.g. maleimide, a vinyl sulphone or a disulphide. Such
starting materials may be obtained commercially (for example from Shearwster Polymers
Inc., Huntsville, AL, USA) or may be prepared from commercially available starting
materials vsing conventional chemical procedures.

As regards attaching poly(ethyleneglycol) (PEG) moieties, reference is made to
“Poly(ethyleneglycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical Applications”, 1992, J.
Milion Harris (ed), Plenum Press, New York, “Poly(ethyleneglycol) Chemistry and
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Biological Applications”, 1997, J. Milton Haris and S. Zalipsky (eds), Amezican Chemical
Society, Washington DC and “Bioconjugation Protein Coupling Techmiques for the
Biomedical Sciences™, 1998, M. Aslam and A. Dent, Grove Publishers, New York

Where it is desired to obtain an antibody fragment linked to an effector or reporter
molecule, this may be prepared by standard chemical or recombinant DNA procedures in
which the antibody fragment is linked either directly or via a coupling agent to the effector
or reporter molecule either before or after reaction with the activated polymer as
appropriate. Particular chemical procedures include, for example, those described in WO
93/06231, WO 92/22583, WO 90/09195 and WO 89/01476. Alternatively, where the
effector or reporter molecule is a protein or polypeptide the linkage may be achieved using
recombinant DNA procedures, for example as described in WO 86/01533 and EP-A-
0392745.

Preferably, the modified Fab fragment or di-Fab of the present invention is
PEGylated (i.e. has PEG (poly(ethyleneglycol)) or mPEG (methoxypoly(ethyleneglycol))
covalently atteched thereto) according to the methods disclosed in EP-A-0948544 and EP-
A-1090037. Preferably the antibody molecule of the present invention is a PEGylated
modified Fab fragment as shown in Figure 6 or a PEGylated di-(modified Fab) fragment.
As shown in Figure 6, the modified Fab fragment has a maleimide group covalently linked
to a single thiol group in a modified hinge region. A lysine residuve is covalently linked to
the maleimide group. To each of the amine groups on the lysine residue is attached a
methoxypoly(ethyleneglycol) polymer having a molecular weight of approximately 20,000
Da. The total molecular weight of the entire effector molecule is therefore approximately
40,000 Da. Similarly each mPEG may be linked to a lysine residue covalently attached to a
bis-maleimide linker as described in EP-A-1090037 to form a PEGylated di(modified
Fab) according to the invention.

Preferably, in the compound shown in Figure 6, the heavy chain of the entibody
part has the sequence given as SEQ ID NO:12 and the light chain has the sequence given
in SEQ IDNO:11.

The constant region domains of the antibody molecule of the present invention, if
present, may be selected having regard to the proposed function of the antibody molecule,
and in particular the effector functions which may be required. For example, the constant
region domains may be buman IgA, IgD, IgE, IgG or IgM domains. In particular, human
IgG constant region domains may be used, especially of the IgG1 and IgG3 isotypes when
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the antibody molecule is intended for therapeutic uses and antibody effector functions are

required. Alternatively, IgG2 and 1gG4 isotypes may be used when the antibody molecule

is intended for therapeutic purposes and antibody effector functions are not required, ¢.g.

for simply blocking XDR ligation by VEGF.

Also, the antibody molecule of the present invention may have an effector or a
reporter molecule attached to it For instance, it may have a macrocycle, for chelatng a
heavy metal atom, or a toxin, such as ricin, attached to it by a covalent bridging structure.
Alternatively, procedures of recombinant DNA technology may be used to produce an
antibody molecule in which the Fc fragment (CH2, CH3 and hinge domains), the CH2 and
CH3 domains or the CH3 domain of a complete immunoglobulin molecule has (have) been
replaced by, or has attached thereto by peptide linkage, a functional non-immunoglobulin
protein, such as an enzyme or toxin molecule.

The anu't;ody molecule of the present invention preferably has a binding affinity of
0.4x10™° M. Preferably, the antibody molecule of the present invention comprises the
heavy chain variable domain gH3 (SEQ ID NO:15) and the light chain variable domain
gl.3 (SEQ ID NO:16). The sequences of the variable domains of these light and heavy
chains are shown in Figure 7.

The present invention also relates to variants of the antibody molecule of the
present invention, which have an improved affinity for KDR. Such variants can be
obtained by a number of affinity maturation protocols including mutating the CDRs (Yang
et al,, ). Mol. Biol., 254, 392-403, 1995), chain shuffling (Marks et al., Bio/Technology,
10, 779-783, 1992), use of mutator strains of E. coli (Low et al., J. Mol. Biol., 250, 359-
368, 1996), DNA shuffling (Patten et al., Curr. Opin. Biotechnol., 8, 724-733, 1997),
phage display (Thompson et al., J. Mol. Biol., 256, 77-88, 1996) and sexual PCR (Cramexi
et al., Nature, 391, 288-291, 1998). Vaughan et al. (supra) discusses these methods of
affinity maturation.

The present invention also provides a DNA sequence encoding the heavy and/or
light chain(s) of the antibody molecule of the present invention, for example as described
in the figures herein.

The DNA sequence of the present invention may comprise synthetic DNA, for
instance produced by chemical processing, cDNA, genomic DNA or any combinstion
thereof.

i
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The present invention also relates to a cloning or expression vector comprising one
or more DNA sequences of the present invention. Preferably, the cloning or expression
vector comprises two DNA sequences, encoding the light chain and the heavy chain of the
antibody molecule of the present invention, respectively.

In a preferred embodiment, the present invention provides an E. coli expression
vector comprising 8 DNA sequence of the present invention. Preferably the expression
vector is pTTOD(CDP791) es shown schematically in Figure 8.

General methods by which the vectors may be constructed, transfection methods
and culture methods are well known to those skilled in the art. In this respect, reference is
made to “Current Protocols in Molecular Biology”, 1999, F. M. Ausubel (ed), Wiley
Interscience, New York and the Manistis Manua! produced by Cold Spring Harbor
Publishing.

DNA sequences which encode the antibody molecule of the present invention can
be obtained by methods well known to those skilled in the art. For example, DNA
sequences coding for part or all of the antibody heavy and light chains may be synthesised
as desired from the determined DNA sequences or on the basis of the corresponding amino
acid sequences.

DNA coding for acceptor framework sequences is widely available to those skilled
in the art and can be readily synthesised on the basis of their known amino acid sequences.

Standard techniques of molecular biology may be used to prepare DNA sequences
coding for the antibody molecule of the present invention. Desired DNA sequences may
be synthesised completely or in part using oligonucleotide synthesis techniques. Site-
directed mutagenesis and polymerase chain reaction (PCR) techniques may be used as
appropriate.

Any suitable host cell/vector system may be used for expression of the DNA
sequences encoding the antibody molecule of the present invention. Bacterial, for example
E. coli, and other microbial systems may be used, in part, for expression of antibody
fragments such as Fab, di-(modified Fab) and F(ab’); fragments, and especially Fv
fragments and single chain antibody fragments, for example, single chain Fvs. Eukaryotic,
e.g. mammalian, host cell expression systems may be used for production of larger
antibody molecules, including complete antibody molecules. Suitable mammalian host
cflls include CHO, myeloma or hybridoma celis.
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The present invention also provides a process for the production of an antibody
molecule according to the present invention comprising culturing a host cell comprising a
vector of the present invention under conditions suitable for leading to expression of
protein from DNA encoding the antibody molecule of the present invention, and isolating

* the antibody molecule.

Preferably the process for the production of the antibody molecule of the present
invention comprises culturing E. coli comprising an E. coli expression vector comprising
the DNA sequence of the present invention under conditions suitable for leading to
expression of protein from the DNA sequence and isolating the antibody molecule, The
antibody molecule may be secreted from the cell or targeted to the periplasm by suitable
signal sequences, Alternatively, the antibody molecules may accumulate within the cell’s
cytoplasm. Preferably the antibody molecule is targeted to the periplasm. Depending on
the antibody molecule being produced and the process used, it is desirable to allow the
antibody molecules to refold and adopt a functional conformation. Procedures for
allowing antibody molecules to refold are well known to those skilled in the art.

The antibody molecule may comprise only a heavy or light chain polypeptide, in
which case only a heavy chein or light chain polypeptide coding sequence needs to be used
to transfect the host cells. For production of products comprising both heavy and light
chains, the cell line may be transfected with two vectors, a first vector encoding a light
chain polypeptide and a second vector encoding a heavy chain polypeptide. Alternatively,
a single vector may be used, the vector including sequences encoding light chain and
heavy chain polypeptides,

The present invention also provides a therapeutic or diagnostic composition
comprising an antibody molecule of the present invention in combination with a
pharmaceutically acceptable excipient, diluent or carrier.

The present invention also provides a process for preparation of a therapeutic or
diagnostic composition comprising admixing the antibody molecule of the present
invention together with a phanmaceutically acceptable excipient, diluent or carrier.

The antibody molecule may be the sole active ingredient in the therapeutic or
diagnostic composition or may be accompanied by other active ingredients including other
antibody ingredients, for example anti-T cell, anti-IFNy or anti-LPS antibodies, or non-
antibody ingredients such as xanthines.

S
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The pharmaceutical compositions should prefersbly comprise a therapeutically
cffective amount of the antibody of the invention. The term “therapeutically effective
amomt”asusedhereinreferstoma:;aom:tofatherapeuﬁcagentneededtotreat,
ameliorate or prevent a targeted disease or condition, or to exhibit a detectable therapeutic
or preventative effect. For any amtibody, the therapeutically effective dose can be estimated
initially either in cell culture assays or in animal models, usually in rodents, rabbits, dogs,
pigs or primates. The animal model may also be used to determine the appropriate
concentration range end route of administration. Such information can then be used to
determine useful doses and routes for administration in humans.

The precise effective amount for a human subject will depend upon the severity of
the disease state, the general health of the subject, the age, weight and gender of the
subject, diet, time and frequency of administration, drug combination(s), reaction
sensitivities and tolerance/response to therapy. This amount can be determined by routine
experimentation and is within the judgement of the clinician. Generally, an effective dose
will be from (.01 mg/kg to 50 mg/kg, preferably 0.1 mg/kg to 20 mg/kg, more preferably
about 15 mg/kg.

Compositions may be administered individually to a patient or may be administered
in combination with other agents, drugs or hormones.

The dose at which the antibody molecule of the present invention is administered
depends on the nature of the condition to be treated, the degree to which the level of VEGF
to be neutralised is, or is expected to be, raised above a desirable level, and on whether the
antibody molecule is being used prophylactically or to treat an existing condition. The dose
will also be selected according to the age and condition of the patient.

Thus, for example, where the product is for treatment or prophylaxis of a chronic
inflammatory disease, such as rheumatoid arthritis, suitable doses of the antibody molecule
of the present invention lie in the range of between 0.5 and 50 mg/kg, more preferably
between 1 and 20 mg/kg and most preferably about 15 mg/kg. The frequency of dose will
depend on the half-life of the antibody molecule and the duration of its effect.

If the antibody molecule has a short half-life (e.g. 2 to 10 hours) it mey be
necessary to give one or more doses per day. Alternatively, if the antibody molecule has a
long half life (e.g. 2 to 15 days) it may only be necessary to give a dosage once per day,
per week or even once every 1 or 2 months.
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A pharmaceutical composition may also contsin a pharmaceutically acceptable
carrier for administration of the antibody. The carrier should not itself induce the
production of antibodies harmful to the individual receiving the composition and should
pot be toxic. Suitable carriers may be large, slowly metabolised macromolecules such as
proteins, polypeptides, liposomes, polysaccharides, polylactic acids, polyglycolic acids,
polymeric amino acids, amino acid copolymers and inactive virus particles.

Pharmaceutically acceptable salts can be used, for example mineral acid salts, such
as hydrochlorides, hydrobromides, phosphates and sulphates, or salts of organic acids, such
as acetates, propionates, malonates and benzoates.

Pharmaceutically acceptable carriers in therapeutic compositions may additionally
contain liquids such as water, saline, glycerol and ethanol, Additionally, auxiliary
substances, mhaswetﬁngorlﬂsifyingagentsorp}lbuﬂ’eﬂngsubsmmu,haybe
present in such compositions. Such carriers enable the pharmaceutical compositions to be
formulated as tablets, pills, dragees, capsules, liquids, gels, syrups, sharies and
suspensions, for ingestion by the patient.

Preferred forms for administration include forms suitable for parenteral
administration, e.g. by injection or infusion, for example by bolus injection or continuous
infusion. Where the product is for injection or infusion, it may take the form of a
suspension, solution or emulsion in an oily or aqueous vehicle and it may contain
formulatory agents, such as suspending, preservative, stabilising and/or dispersing agents.
Alternatively, the antibody molecule may be in dry form, for reconstitution before use with
an appropriate sterile liquid.

Once formulated, the compositions of the invention can be administered directly to
the subject. The subjects to be treated can be animals. However, it is preferred that the
compositions are adapted for administration to human subjects.

The pharmaceutical compositions of this invention may be administered by any
number of routes including, but not limited to, oral, intravenous, intramuscular, intra-
arterial, intramedullary, intrathecal, intraventriculsr, transdermal, transcutaneous (for
example, see 'W098/20734), subcutancous, intraperitoneal, intranasal, enteral, topical,
sublingual, intravaginal or rectal routes. Hyposprays may also be used to administer the
pharmaceutical compositions of the invention. Typically, the therapeutic compositions may
be prepared as injectables, either as liquid solutions or suspensions. Solid forms suitable
for solution in, or suspension in, liquid vehicles prior to injection may also be prepared.
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Direct delivery of the compositions will generally be accomplished by injection,
subcutaneously, intraperitoneally, intravenously or intramuscularly, or delivered to the
imterstitial space of a tissue. The compositions can also be administered into a lesion
Dosage treatment may be a single dose schedule or a multiple dose schedule.

It will be appreciated that the active ingredient in the composition will be an
antibody molecule. As such, it will be susceptible to degradation in the gastrointestinal
tract. Thus, if the composition is to be administered by a route using the gastrointestinal
tract, the composition will need to contain agents which protect the antibody from
degradation but which relcase the antibody once it has been absorbed from the
gastrointestinal tract.

A thorough discussion of pharmaceutically acceptable carriers is available in
Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Company, N.J. 1991).

1t is also envisaged that the antibody of the present invention will be administered
by use of gene therapy. In order to achieve this, DNA sequences encoding the heavy and
light chains of the antibody molecule under the control of appropriate DNA components
are introduced into a patient such that the antibody chains are expressed from the DNA
sequences and assembled in sifu.

The present invention also provides the antibody molecule of the present invention
for use in treating a disease in which VEGF and/or KDR are implicated.

The present invention further provides the use of the antibody molecule according
to the present invention in the magufacture of a medicament for the treatment in which
VEGF and/or KDR are implicated.

The antibody molecule of the present invention may be utilised in any therapy
where it is desired to reduce the level of biclogically active KDR present in the human or
animal body. The VEGF may be circulating in the body or present in an undesirably high
level localised at a particular site in the body. -

For example, VEGF (and therefore KDR) has been implicated in a number of
pathological conditions including inflammation, psoriasis, theumatoid arthritis and tumour
growth and metastasis.

The present invention also provides a method of treating human or animal subjects
suffering from or at risk of a disorder in which VEGF and/or KDR are implicated, the
method comprising administering to the subject an effective amount of the antibody
molecule of the present invention.
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The antibody molecule of the present invention may also be used in diagnosis, for
example in the in vivo diagnosis and imaging of disease states involving elevated levels of
KDR.

The present invention is further described by way of illusiration only in the
following examples which refer to the accompanying Figures, in which:

Figure 1 shows the CDR sequences of the heavy and light chain V-regions of the
VR165 mouse monoclonal antibody gene (SEQ ID NOS 1-6).

Figure 2 shows the protein sequence of mouse monoclonal antibody VR165 VH
and VL domains (SEQ ID NO:7 and SEQ ID NO:8).

Figure 3 shows the V-region protein sequences chosen as human germline acceptor
frameworks. VH3-7 GL is a human germline VH gene (SEQ ID NO:9). A30 GL refers to
the human VL germline sequence A30 gene (SEQ ID NO:10). In each case the germline
sequence of framework 4 is provided by the human germline Ji;4 and Jx1 respectively.

Figure 4 shows the amino acid and nucleotide sequence of the CDP791 Fab light
chain (SEQ ID NO:11 and SEQ ID NO:13).

Figure 5 shows the amino acid and nucleotide sequence of the CDP791 Fab heavy
chain (SEQ ID NO:12 and SEQ ID NO:14).

Figure 6 shows the structure of a modified Fab fragment derived from antibody
VR165 covalently linked via a cysteine residue to a lysyl-maleimide linker wherein each
amino group on the lysyl residue has covalently attached to it a methoxy PEG residue
wherein n is about 420;

Figure 7 shows the protein sequences for the optimised CDR-grafted VH and VL
domains gene (SEQ ID NO:15 and SEQ ID NO:16).

Figure 8 shows the optimised pTTOD(CDP791) plasmid which contains the 1GS-2
variant between grafts gL.3 and gH3.

Figure 9 shows the protein sequence of the designed VH and VL grafts (gH1-3 and
gL1-3, SEQ ID NOS 17-22). Graft gH1 contains no murine framework residues. Graft
gH2 contains murine residues at positions 77 and 93 (Kabat mmnbering). Both T and S are
common in human germline sequences at position 77, so the inclusion of T is still
consistent with a human residue. The V at position 93 is likely to be important at the
VH/VL interface. The inclusion of the human residues at 60 and 62 represents the changes
to the C-terminal portion of CDR-H2. Graft gl.2 contains murine residues at positions 60,
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66, 69, 70 and 71 (Kabat numbering). Graft gL.3 contains additional murine residues at
positions 36 and 44).

Figure 10 shows the design of genes encoding the gH1 and gL1 grafts (SEQ ID
NO:23 end SEQ ID NO:24).

Figure 11 ghows the oligonuclectides used to assemble the genes encoding for the
gl.1 and gH1 grafts (SEQ ID NOS:25-40).

Figure 12 shows plasmids pCR2.1(gHT) and pCR2.1(gL1) which contain the gH1
and gL1 grafts, respectively.

Figure 13 shows oligonucleotide cassettes used in the construction of prafis gH2,
gH3, gL2 and gl.3 (SEQ ID NOS:41-44).

Figure 14 shows oligonucleotide pairs used in the construction of grafts gH2, gH3,
gL2 and gL3 (SEQ ID NOS:45-52).

Figure 15 shows plasmids pGamma4 and pMR10.1 into which the VH and VL
grafis, respectively, were sub-cloned to enable expression in CHO cell lines.

Figure 16 shows E.coli Fab’ expression plasmid pTTOD, in this case containing the
IGS-3 sequence.

Figure 17 shows the nucleotide sequence of the three IGS regions tested (SEQ ID
NOS:53-55).

Figure 18 shows the results of the Fab’ fermentation comparison of IGS
performance.

Figure 19 shows the coding and flanking sequence of the CDP791 Fab’ fragment
(SEQ ID NO:56).

Figure 20 shows the radioimmumnoassay results, in which the antibody fragments
are tested for blocking of VEGF binding to KDR.

Figure 21 shows the amino acid sequence of the entire heavy chain of the gH3-
grafted VR165-derived monoclonal antibody (SEQ 1D NO:57).
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EXAMPLES

Monoclonal Antibody production and selection

An in-house immunisation program was initiated to select an antibody to human
KDR that potently blocks the interaction with its ligand VEGF. Mice were immunised
with a variety of immunogens including CHO cells transfected with full length humen
KDR, purified human KDR-human Fc fusion proteins and DNA encoding these fusion
proteins. From a total of 19 fusions.from animals immunised with cellular/protein
immunogens, and 4 fusions from animals immumised with DNA, approximately 23,000
wells were screened in a primary ELISA format for binding to human 7-domain KDR-Fe.
About 800 antibodies were then subjected to 2 secondary screen, a redioimmimoassay
measuring blocking of 125-1 VEGF binding to human 7-domain KDR-Fc. A tertiary
screen measured the blocking of VEGF stimulated Tissue Factor release from human
umbilical vein endothelial cells (HUVECs). From this screening cascade, antibody VR165
was selected (data not shown).

Gene Cloning of VR165

RNA was prepared from hybridoma cells expressing VR165 and was reverse
transcribed to DNA. This was then used as the template for a series of PCR reactions to
amplify the V-region sequences. Degenerste primer pools designed to anneal within the
conserved heavy and light chain signal sequences were used as forward primers, while
primers encoding the framework 4 / C-region junction served as reverse primers. In this
way, the V-region genes of both the heavy and light chain were amplified and then cloned
and sequenced. The DNA sequences were translated to give the VR165 V-region amino
acid sequence which was verified by reference to the protein sequence determined by N-
terminal sequencing. The murine V-region genes were then sub-cloned into the expression
vectors pMR10.1 and pGamma-4. These are separate vectors for expression of the light
and heavy chain respectively containing genomic DNA encoding constant region genes for
human kappa light chain and gamma-4 heavy chain. Co-transfection into CHO cells
generates chimeric VR165 antibody.

20
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Design of CDR-grafted sequences

VR165 was CDR-grafted onto human frameworks in order to reduce potential
immunogenicity and to facilitate E, coli expression. Human germline acceptor frameworks
were chosen from sub-group VHIII and VLI The heavy chain acceptor framework is the
human germline sequence VH3-7, with framework 4 coming from this portion of the
humsn JH-region germline JH4. The light chain acceptor framework is the human
germline sequence A30, with framework 4 coming from this portion of the human JK-
region germline JKI. The alignment shows that there are 15 framework differences
between the donor and acceptor heavy chains. At each of these positions an analysis was
made of the potential of that residue to contribute to antigen binding; if considered
important, the murine donor residue was retained. The light chain alignment shows that
there are 24 framework differences between the donor and acceptor sequences. The
potential of the murine residue to contribute to antigen binding was again analysed. In this
way, three VH grafis were designed and three VL grafts (Figure 9, SEQ ID NOS:17-22),
In each case graft 1 represents a graft without murine framework residues. Grafis 2 and 3
contain murine framework residues at the positions shown. Graft gH3 also contains
additional buman residues at the C-terminal end of CDR-H2. This portion of the CDR is
not at the antigen binding surface. Genes were designed to encode the grafted sequences,
using codons frequently used in E. coli genes and avoiding ‘rare’ E. coli codons (Wada et
al., Nucl. Acids Res., 19, 1981-86, 1991). Restriction sites were introduced into the DNA
sequence at intervals to facilitate further genetic manipulation. Figure 10 shows the design
of genes for gH1 and gL1 (SEQ ID NO:23 and SEQ ID NO:24). The oligonuclectides
used to construct the genes are shown in figure 11 (SEQ ID NOS:25-40).

Construction of genes for grafied sequences

A PCR assembly technique was employed to construct the CDR-grafted gH1 and
gL1 V-region genes. Reaction volumes of 100 ul were set up containing 10mM Tris-HCI
pH 8.3, 1.5mM MgCh, S0mM KCl, 0.001% gelatin, 0.25 mM each deoxyribonucleoside
triphosphate, 1 pmole each of the ‘intemnal’ primers (F2, F3, F4, R2, R3, R4), 10 pmole
each of the “external’ primers (F1, R1), and 1 unit of Taq polymerase (AmpliTaq, Applied
BioSystems, catalogue no. N808-0171). PCR cycle parameters were 94°C for 1 minute,
55°C for 1 minute and 72°C for 1 minute, for 30 cycles. The reaction products were then
num on a 1.5% agarose gel, excised and recovered using QIAGEN spin columns (QIAquick
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gel extraction kit, cat no. 28706). The DNA was eluted in a volume of 30 pl. Aliquots (1
ul) of the gH1 and g1 DNA were then cloned into the InVitrogen TOPO TA cloning
vector pCR2.1 TOPO (catalogue no. K4500-01) according to the manufacturer's
instructions. This non-expression vector served as a cloning intermediste to facilitate
sequencing of a large number of clones. DNA sequencing using vector specific primers
was used to identify correct clones containing gHl and gLl, creating plasmids
PCR2.1(gH1), and pCR2.1(gL1) (see Figure 12).

An oligonucleotide cassette replacement method was used to create the humanised
grafts gH2 and gl.2. Figure 13 shows the design of the oligonucleotide cassettes (SEQ ID
NO:41 and SEQ ID NO:43). To construct each variant, the vector (pCR2.1(gH1) or
PCR2.1(gL1)) was cut with the restriction enzymes shown (Figure 13, restriction sites
underlined), the large vector fragment was gel purified from agarose end was used in
ligation with the oligonuceotide cassette. Figure 14 shows the sequences of the
oligonucleotides used in the cassettes (SEQ ID NOS:45-46 and SEQ ID NOS:49-50). Pairs
were annealed together mixing at a concentration of 0.5 pm_oleslp.l in a volume of 200 pl
containing 12.5mM TrisHCl pH 7.5, 25 mM MgCh, 25 mM NaCl, 0.25mM
dithioerythritol, and heating to 95°C for 3 minutes in a waterbath (volume 500 ml) then
allowed to slow-cool to room temperature. The annealed oligonucleotide cassette was then
diluted ten-fold in water before ligation into the appropriately cut vector. DNA sequencing
was used to confirm the comrect sequence, creating plasmids pCR2.1(gH2) and
PCR2.1(gL2).

Variants gH3 and gL.3 were constructed in similar fashion from gH2 and gl.2. The
cassettes and oligonucleotides are shown in Figures 13 and 14 (SEQ ID NO:42 and SEQ
ID NO:44, SEQ ID NOS:47-48 and SEQ ID NOS:51-52). Construction of gL.3 required a
modified strategy because of the existence of Pvul sites in the pCR2.1 vector backbone.
Cleavage of pCR2.1(gL2) with Aatll and Sful created a vector molecule into which was
ligated the Pvul-Aatl] annealed cassette plus a 225 base pair Sful-Pvul fragment also
prepared from pCR2.1(gL2). DNA sequencing was used to confirm the correct sequence,
creating plasmids pCR2.1(gH3) and pCR2.1(gL3).
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Each of the 3 heavy chain grafis was then sub-cloned into the expression vector
pGamma-4 as HindIMI-Apal fragments. Each of the 3 light chain grafts was sub-cloned
into the light chain expression vector pMR10.1 as Sful-BsiWI fragments. Figure 15 shows
maps of these expression vectors. Antibodies were expressed transiently by co-
transfection into CHO cells. All combinations of grafied chain and chimeric chain were
expressed and compared against the double chimeric antibody.

Binding was assessed in a KDR binding ELISA, in a radioimmunoassay of
inhibition of labeled VEGF binding to KDR and in a BlAcore assay of KDR binding. All
the grafted forms performed well in the ELISA and radioimmunoassay, showing activity
similar to the chimeric, From the BIAcore anelysis, graft gL3gH3 wes selected as the
optimum (data not shown), and is henceforth referred to as g165.

Construction of plasmid pTTOD
Plasmid pTTO-1 was constructed as follows.

(8)  Replacemept of the pTTOS Polylinker

Plasmid pTTQ9 was obtained from Amersham. An aliquot (2 ug) was digested
with restriction enzymes Sall and EcoRlI, the digest was nm on a 1% agarose gel and the
large DNA fragment (4520 bp) was purified. Two oligonucleotides were synthesized
which, when annealed together, encode the OmpA polylinker region. This sequence has
cohesive ends which are compatible with the Sall and EcoRI ends generated by restriction
of pTTQ9. By cloning this oligonucleotide 'cassette' into the pTTQ9 vector, the Sall site is
not regenerated, but the EcoRI site is maintained. The cassette encodes the first 13 amino
acids of the signal sequence of the E. coli outer-membrane protein Omp-A, preceded by
the Shine Dalgamo ribosome binding site of the OmpA gene. In addition restriction sites
for enzymes Xbal, Munl, Styl and Spll are pregsent. The Munl and Sty] sites are within the
coding region of the OmpA signal sequence and are intended as the 5’ cloning sites for
insertion of genes. The two oligonucleotides which make up this casseite were annealed
together by mixing at a concentration of 5 pmoles/ul and heating in a waterbeth to 95°C for
3 minutes, then slow cooling to room temperature. The annealed sequence was then
ligated into the Sall / EcoRl cut pTTQS. The resulting plasmid intermediate, termed
pTQOmp, was verified by DNA sequencing.
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(b)  Fragment Preparation and Iigation

Plasmid pTTO-1 was constructed by ligating ane DNA fragment from plasmid
pACYC184 to two fragments generated from pTQOmp. Plasmid pACYC184 was
obtained from New England Biolabs. An aliquot (2 ug) was digested to completion with
restriction enzyme Styl, then treated with Mung Bean Nuclease; this treatment creates
blunt ends by cutting back 5' base overhangs. Following phenol extraction and ethanol
precipitation, the DNA was restricted with enzyme Pvull, generating fragments of 2348,
1081, 412 and 403 bp. The 2348 bp fragment was purified after agarose gel
electrophoresis. This fragment encodes the tetracycline resistance marker and the pl15A
origin of replication. The fragment was then treated with calf intestinal alkeline
phosphatase to remove 5' terminal phosphates, thereby preventing the self-ligation of this
molecule.

An aliquot (2 pg) of plasmid pTQOmp was digested with enzymes Sspl and EcoRlI,
and the 2350 bp fragment was purified from unwanted fragments of 2040 bp and 170 bp
following agarose gel electrophoresis; this fragment encodes the transcriptional terminator
region and the lacI? gene. Another aliquot (2 pg) of pTQOmp was digested with EcoRI
and Xmnl, generating fragments of 2289, 1670, 350 and 250 bp. The 350 bp fragment,
encoding the tac promoter, OmpA signal sequence and multicloning site, was gel purified.

The three fragments were then ligated, using approximately equimolar emounts of
each fragment, to generate the plasmid pTTO-1. All cloning junctions were verified by
DNA sequencing.

()  Production of Plaspid pTTOD

Plasmid pTTOD was derived from pTTO-1 by by removal of backbone restriction
sites for Pvull (3 sites), EcoRV (2 sites) and Apal (1 site). These changes were made to
simplify Fab’ coding strategies. In making these changes the coding protein sequence of
the laclq gene and tetracycline resistance gene were not altered, although ‘silent’ changes
were made at the DNA level. A PCR stralegy was used, in which primers bearing ‘silent’
changes which removed these restriction sites were designed and used to amplify sections
of the parent plasmid (pTTO-1). Flanking restriction sites (unattered) were then used to
replace sequences in the parent plasmid with these modified sequences. By this multi-
stage process plasmid pTTOD was created. Transfer of existing Fab’ genes within vector

2
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pTTO into pTTOD was achieved using the unique Pstl and EcoRI sites which flank the
genes, creating pTTOD(Fab’).

Insertion of g165 V-region genes into E. coli Fab’ expression plasmid pTTOD

The starting point for insertion of g165 sequences was 3 vectors for expression of
an irrelevant Fab’, pTTOD(Fab’ 1GS-1), pTTOD(Fab’ 1GS-2) and pTTOD(Fab' 1GS-3)
(for example, see Figure 16). These differ only in the so-called IGS or intergenic sequence
which separates the light chain gene from the heavy chein gene. These IGS regions are
shown in Figure 17 (SEQ ID NOS:53-55). Cloning of the g165 sequences into these
vectors was performed as a 2-stage process. First the light chain was restricted from
pCR2.1(gL3) as a EcoRV-BsiWI fragment (395 bp) and inserted into the large vector
fragment from EcoRV-BsiW1 digestion of pTTOD(Fab’ IGS-1), pTTOD(Fab’ 1GS-2) and
pITOD(Fab’ 1GS-3). This created the cloning intermediates pTTOD(gl65L IGS-1),
pTTOD(g165L 1GS-2) and pTTOD(gl65L 1GS-3). These cloning intermediates were then
cut with Pvull and Apal, the large vector fragment was purified and the 435 bp Pvull-Apal
fragment from pCR2.1(gH3) was inserted. This created the 3 Fab’® expression plasmids
pTTOD(gl65 IGS-1), pTTOD(g165 1GS-2) and pTTOD(g165 IGS-3).

These plasmids were transformed into the host strain W3110 and expression of
Fab’ by these 3 plasmids was compared in shake flasks and in the fermenter. Figure 18
shows the results of a fermenter comparison, clearly demonstrating the superior
performance of the IGS-2 variant.

Plasmid pTTOD{g165 1GS-2) was retermed pTTOD(CDP791). The plasmid map
of this construct is shown in Figure 8. Figure 19 shows the full DNA and protein sequence
of the coding region of the Fab’ in this véctor, plus some of the 5° and 3’ flanking
sequence (SEQ ID NO:56).

PE.Gylation of CDR-Grafted, VR165-based Modified Fab

The purified modified Fab is site-specifically conjugated with a branched molecule
of mPEG. This is achieved by activation of a single cysteine residue in a truncated hinge
region of the modified Fab, followed by reaction with (mPEG)ysyl maleimide as
previously described (A.P. Chapman et al., Nature Biotechnology 17, 780-783, 1999). The
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PEGylated molecule is shown in Figure 6. Alternatively, reaction of the activated Fab with
(mPEG)-lysyl bis-maleimide as described in EP-A-1090037 yields a PEGylated di-
(modified Fab), hereinafter referred to as DFM.

5 BlAcore activities of naked and PEGylated fragments
7 Ig-domain human KDR fused to bumsn Fc was captured on a chip coated with anti-Fe,
and the various fragments of the CDR grafied antibody gl65 and the murine parent
antibody VR165 were passed over permitting affinity determination. The table below
surnmarises the results obtained. In this assay format, there is an advantage of divalency as
10 shown by the lower off rates (Ke) of the divalent species. The affinity of the grafted DFM
is very similar to the. murine IgG, with the DFM-PEG showing a minor reduction of
affinity. The XD of the g165 DFM-PEG molecule is approximately 4 x 10'M in this

assay.

15 Table 1: BlAcore activities of naked and PEGylated fragments

PCT/GB0204619

a-KDR K,e® K, e Ko o™
DFM 216 0.64 0.29
DFM-PEG40 15.5 0.64 0.414
mlgG 19.8 0.60 0.30
FAB 13.6 124 9.1
FAB-PEG40 11.0 11.8 10.7

23
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Radioimmunoassay

The ability of the fragments to block VEGF binding to KDR was measured in a
radioimmunoassay. Polyclonal apti Fc was used to capture 7 Ig-domain KDR fused to
human Fc in a microtitre plate, antibody or fragment was added followed by 125-1 labeled
VEGF-165. Results of this assay are shown in Figure 20. Again in this assay set-up there
is an advantage of divalency, demonstrated by the superior blocking performence of the
DFM over the Fab’. The DFM-PEG construct shows a minor reduction of activity
compared to the naked DFM, as was seen in the BlAcore study.

Cell based assays

The molecule g164 DFM PEG also demonstrated activity in cell based assays. Its ability
to block VEGF stimulation of KDR was demonstrated via inhibition of tissue factor release
by buman umbilical vein endothelial cells (see Clauss et al., J. Biol. Chem., 271, 17629-
17634, 1996). Activity was also demonstrated via inhibition of VEGF mediated Ca®*
mobilisation in human microvascular endothelial cells (see Cunningham et al,, Am. J.
Physiol., 276, C176-181, 1999).

It should be understood that the above-described examples are merely exemplary
and do not limit the scope of the present invention as defined in the following claims.
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CLAIMS

1. An antibody molecule having specificity for human KDR, comprising a heavy
chain wherein the variable domain comprises a8 CDR having the sequence given as H] in
Fiéure 1 (SEQ ID NO:1) for CDRH], as H2 in Figure 1 (SEQ ID NO:2) or as H3 in Figure
1 (SEQ ID NO:3) for CDRH3.

2. An antibody molecule having specificity for human KDR, comprising a light chain
wherein the variable domain comprises a CDR having the sequence given as L1 in Figure
1 (SEQ ID NO:4) for CDRL], as L2 in Figure 1 (SEQ ID NO:5) for CDRL2 or as L3 in
Figure 1 (SEQ ID NO:6) for CDRL3.

3. The antibody molecule of claim ] or claim 2 comprising a heavy chain wherein the
variable domain comprises a CDR having the sequence given in SEQ ID NO:1 for
CDRH]1, SEQ ID NO:2 for CDRH2 or SEQ ID NO:3 for CDRH3 and a light chain
wherein the variable domain comprises a CDR having the sequence given in SEQ ID NO:4
for CDRL1, SEQ ID NO:5 for CDRL2 or SEQ ID NO:6 for CDRL3.

4. The antibody molecule of claim 3, which comprises SEQ ID NO:1 for CDRH]1,
SEQ ID NO: 2 for CDRH2, SEQ ID NO:3 for CDRH3, SEQ ID NO:4 for CDRLI1, SEQ
ID NO:5 for CDRL2 and SEQ ID NO:6 for CDRL3.

5. The antibody molecule of any one of claims 1 to 4, which is a CDR-grafied
antibody molecule.

6. The antibody molecule of claim 5, wherein the variable domain comprises human
acceptor framework regions and non-human donor CDRs.

7. The antibody molecule of claim 6, wherein the human acceptor framework regions
of the variable domain of the heavy chain are based on a buman germline group 3
framework sequence and comprise non-human donor residues at positions 77 and 93.
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8. The antibody molecule of claim 6 or claim 7, wherein the human acceptor
framework regions of the variable domain of the light chain are based on human germline
group 1 framework sequence and comprise non-humen donor residues at positions 36, 44,
60, 66, 69, 70 and 71.

9. The antibody molecule of any one of claims 1 to 8, comprising the heavy chain
variable region gH3 (SEQ ID NO:15) and light chain variable region glL3 (SEQ ID
NO:16).

10.  The antibody molecule of any one of claims 1 to 9 which is a Fab frapment.

11.  The antibody molecule of claim 10, which is a Fab fragment comprising a light
chain having the sequence given in SEQ ID NO:11 and a heavy chain having the sequence -
given in SEQ ID NO:12.

12. The antibody molecule of any one of claims 1 to 9, which is a modified Fab
fragment having at the C-terminal end of its heavy chain one or more amino acids to allow
attachment of an effector or reporter molecule,

13.  The antibody molecule of claim 12, wherein the additional amino acids form a
modified hinge region containing one or two cysteine residues to which the effector or
reporter molecule may be attached.

14.  The antibody molecule of claim 12, which is a modified Fab or di-Fab fragment
comprising a light chain having the sequence given in SEQ ID NO:11 and a heavy chain
having the sequence given in SEQ ID NO:12.

15. An antibody molecule having specificity for human KDR, baving a light chain
comprising the sequence given in SEQ ID NO:11.

16.  An entibody molecule having specificity for human KDR, having a heavy chain
comprising the sequence given in SEQ ID NO:57
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17.  An antibody molecule having specificity’ for humsn KDR, having a light chain
comprising the sequence given in SEQ ID NO:12 and a heavy chain comprising the
sequence given in SEQ ID NO:57

18. A variant of the antibody molecule of any one of claims 1 to 17, which has an
improved affinity for KDR.

19.  The variant of claim 18 which is obtained by an affinity maturation protocol.

20.  The antibody of any one of claims 1 to 4 which is murine anti-KDR monoclonal
antibody VR165.

21.  The antibody molecule of any one of claims 1 to 4, which is a chimeric antibody
molecule comprising the light and heavy chain veriable domains of the monoclonal
antibody of claim 26.

22. A compound comprising the antibody molecule of any one of claims 10 to 14
having covalently attached to an amino acid at or towards the C-terminal end of its heavy
chain an effector or reporter molecule.

23.  The compound of claim 22, which comprises an effector molecule.

24. The compound of claim 23, wherein the effector molecule comprises one or more
polymers.

25. The compound of claim 24, wherein the one or more polymers is/are an optionally
substituted straight or branched chain polyalkylene, polyalkenylene or polyoxyalkylene
polymer or a branched or unbranched polysaccharide.

26. The compound of claim 25, wherein the one or more polymers is/are a
methoxypoly(ethyleneglycol).

27
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27. A compound comprising the antibody molecule of claim 12 having attached to one
of the cysteine residues at the C-terminal end of the heavy chain a lysyl-maleimide or lysyl
bis-maleimide group wherein each amino group of the lysyl residue has covalently linked
to it a methoxypoly(ethyleneglycol) residue having a molecular weight of about 20,000 Da.

28. A DNA sequence which encodes the heavy and/or light chain of the antibody
molecule of any one of claims 1 to 21.

29. A cloning or expression vector containing the DNA sequence of claim 27.
30. AnE. coli expression vector comprising the DNA sequence of claim 27,
31. TheE. coli expression vector of claim 30 which is pTTOD(CDP791).

32. A host cell transformed with the vector of any one of claims 29 to 31.

33. A process for the production of the antibody molecule of any one of claims 1 to 21,
comprising culturing the host cell of claim 32 and isolating the antibody molecule.

34. A process for the production of the antibody molecule of any one of claims 1 to 21,
comprising culturing E. coli comprising an E. coli expression vector comprising the DNA
sequence of any one of claims 29 to 31 and isolating the antibody molecule.

35.  The process of ciaim 34 wherein the antibody molecule is targeted to the periplasm.

36. A therapeutic or diagnostic composition comprising the antibody molecule of any
one of claims 1 to 21 or the compound of any one of claims 23 to 27.

37. The antibody molecule of any one of claims 1 o 21, baving specificity for human
KDR, or the compound of any one of claims 23 to 27, for use in treating a pathology in
which VEGF and/or KDR are implicated.
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38.  The antibody molecule of or compound claim 37, for use in treating inflammation,
psonns:s, theumatoid arthritis and tumour growth or metastasis.

39.  Use of the antibody molecule of any one of claims 1 to 21, having specificity for
human KDR, or the compound of any one of claims 23 to 27 in the manufacture of a
medicament for the treatment of a pathology in which VEGF and/or KDR are implicated.

40.  The use of claim 39, wherein the pathology is inflammation, psoriasis, rheumatoid
arthritis and tumour growth or metastasis,

41.  The vector pTTOD(CDP791) as shown in Figure 8.

=6
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Figure 1: Sequence of CDRs of VR165

Heavy Chain

H1 SYGMS
H2 TITSGGSYTYYPDTVKG
H3 IGEDALDY

Light Chain

L1 RASQDIAGSLN
L2 ATSSLDS
L3 LQYGSFPPT

(SEQ. ID. NO. 1)
(SEQ. ID. NO. 2)

(SEQ. ID. NO. 3)

(SEQ. ID. NO. 4)
(SEQ. ID. NO. 5)

(SEQ. ID. NO. 6)

v

PCT/GB02/04619

23
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Figure 2: Protein sequence of mounse monoclonal antibody VR165 variable domains

Heavy Chain (SEQ.ID.NO.7)

VRIES EVQLVESGGDLVKPOGSLKLSCAASGFTFSSYGMSWVRQTPDXRLQWVATITSGGSYTYYPDTVKA

VR165 RFTISRONAENTLYLOMSSLKSEDTAMYYCVRIGEDALDYWGQGTSVIVSS

Light Chain  (SEQ. ID. NO. 8)

VRI6S DIQMTQSPSSLSASLGERVSLTCRASQDIAGSLNWLRQEPDGTIKRLIYATSSLDS

VR16S GVPKRFSGSRSGSDYSLTISSLESEDFVDYYCLQYGSFPPTFGGGSKLEIKR
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Figure 3: Comparison of VR165 V-region to Chosen framework V-regioans

Beg. Jd. No. 9: VHI-7 GL V-region

VE3-7 GL EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGETFSSYWNIWVROAPGEGLENVANIXQDGSERYYVDSVEG

VR165 EVOLVESGGDLVEPGGSLELSCAASGETIS SYGMSWVRQTPDERLONVATI TSGGS YT YYPDTVEG
Vi3-7 GL RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR WEQGTLVIVES

L 1 11 . |
VR165 RFTISRDNAENTLYLOMSSLEKSEDTAMYYCVRI GEDALDYWGQGTSVIVSS

Seq. Td. No.10: A0 GL V-region

A3 GL DIQNTQIPSSLSASVGDRVTITCRASQGI RNDLGHYQORPGEAPKRLI YAASELOS

1l 1F 1 1k
VR165 DIQMTOSPSSLSASLGERVSLTCRASQDIAGELIMLRQOEPIGTIKALI YATSSLDS

A3D GL GVPSRFSGSGSCTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNSYP NFGOGTKVEIKR

| 1l il R
VR165 GVPRRFSG3RSGSDYSLTISSLESEDFVDYYCLOYGSFPPTFGGGSKLEIRR
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Figure 4: Light Chalin, Including signal saquences

GCA
CGT

ATT
TAR

GCA
CGT

ATC
TAG

ARA ARG RCA GCT
TTT TIC TGT CGA

(Seg. Id. ¥eo. 13)

(Seq. Id. Ne. 11)

ACC CAG AGT
TGG GIC TCA

TC CAG
AG GIC

CAA GCT GAT N
GIT CGA CTA T

ACC GTA GCG
TGG CAT CGC

GGT TIC GCT
CCA ARG CGA

TTG GCT
RRC CGA

(8aq. Id. No. 13) GTG GCC
CQAC CeG

v

(Seq. Id. No. 11)

(Seq. Id. No. 13)

(Saqg. Xd. Ko. 11)

(Seq. Id. No. 13)

L

(Seq. Xd. NWo. 11)

ggo

GCG
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AT
ATA
Y

C ATC T

cT

AGC GGT GTG CCA AAA CGT TTC AGT
TCG CCA CAC GGT TTT GCA AAG TCA
a8 G VvV P K R F S

ACG TCC AGC CTG
TGC AGG TCG GAC
T 8 8 L

GAG T.
L

CTA
D

I

ceC
GCG
R

{3aq. Id. ®o. 13)

{Baqg. Id. No. 11)

(Beqg. Id. No. 13)

(Saqg. Xd. Wo. 11)

{S8ag. Id. No. 13)

(Seqg. Id. No. 11)

{Sag. Id. No. 13)

L

(Seq. Id. No. 11)

(Beg. Id. Wo. 13)

(Beq. Id. Fo. 11)

RAC TCC
TTG AGG

GAG GCC AAR GTA CAG TGG AMG GIG GAT AAC GCC CTIC CAA TCG GGT
CTC CGG TTT CAT GTIC ACC TIC CAC CTA TTG CGG GAG GIT AGC CCA

CCC AGR
G&G TCT

{Seq. 1d. Wo. 13)

{8eg. Id. No. 11)

AGC CIC AGC AGC ACC
TCG GAG TCG TCG TGG

TAC
ATG

RAG GAC ASC ACC
TTC CIG TCG TGG

CAG GAG AGT GIC ACA GAG CAG GAC AGC
GTIC CPC TCA CAG TGT CTC GIC CTG TCG

{Sog. Id. No. 13)

(5eq. Id. No. 11)

GAR GTC ACC
CTT CAG TGG

TAC GCC TGC
ATG CGG ACS

ARA CAC AAA GTC
TIT GTG TIT CAG

TC

C

TAC GAG
ATG

ARR GCA GAC
TTT CGT CTG

CTG ACG CTG AGC
GAC TGC GAC TCG

(Seq. Id. ¥o. 13)

L
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including signal sequences

: Heavy Cha

Figure §
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4=
Ed>
e
B8~
Ed~
Ege
BB~
Bg-
g8«
58>

BE~
B

AN

g5~

o ks
G 8~

g8~
GG

3k
BYx

(Seq. Id. Ro. 14)
(Sag. Id. No. 12)

EdA

GGA GGC GGG CTT ¢TC CAG CCT GGA GGG AGC
CCT CCG CCC GAA CAG GTC GGA CCT CCC YCG
6 ¢ 6 L v Q0 P G G 8§

ICcr
AGR
s

CT6 GTC GAG
GAC CAG CIC
L Vv E

GCT GAG GIT CAG
CGA CTC CAA GIC
A E Vv Q@

{Seq. Id. No. 14}
(Beq. Id. No. 12)

§dé

ATG TCC T6G
TAC AGG ACC
N 8 W

TAC GGY
TG CCA
¥ 6

A

T6T GCA GCA AGC GGC TTC ACC ITT TCC TCT
ACR CGT CGT TCG CCG AAG TGG AAA AGG AGA
€ A A § 66 F T F 8 =8

T

CGT CTIC TC!
GCA GAG AGA
R L 8

(Seq. Xd. No. 12)

(Seq. Id. No. 1)

gge

ACG TCC GGA GGC
TGC MGG CCT CCG
T 38 6 6

ATT
TAx
I

GAG TGG GTG GCA ACC
CTC ACC CAC CGT TGG
E W Vv a T

CTe
GAL
L

CGG CAG GCA CCT GGG AMG GGC
&CC GTC CGT GEA CCT TTC LCo
R Q@ A P GG K &

(Seq. Id. Ro. 12)

{8aq. Id. No. 14)

{Seq. Id. Mo. 12)

bl

ML TCT CTC CGC GCA GAG GAC ACA GCA GIC
TTG AGA GAG GUG CGT CIC CTG TGT CGT CAG
R 5 L R A E D T A ¥V

ATG
T.
]

CTC CAG
GAG GIC
L @

ARG AAT ACC CTT TAC
TIC TTA TGG GAR ATG
XK N T L ¥

(Bag. Id. Ho. 14)
(8aqg. Id. No. 12)

(8eq. TId. No. 14)

{Eaj. Id. No. 14}

(8eqg. Id. No. 12)

(Seq. Id. Fo. 12)

E4¢
g«
=
B>
g8
gg=
g
g~
84
8o
Rl
1=
gd=
glw
ks>
i«

8=
gE=

(Seg. Id. Mo. 12)

{Sag. Id. No. 14)

(Bagy. Id. No. 14)

(Beg. Id. Mo. 12)

{8ag. Id. Mo. 14)

{Saq. Id. Bo. 12)

384

CAC ACA TGC
GIG TGT ACG
E T C

ARA GTIT GAG CCC AAR TCT TGT GAC AAR ACT
TTT CAR CTC GGG TTT AGA ACA CTG TIT TGA
K v E P X &8 C D Kk T

AAG
TTC
K

(feg. Id. Ro. 12)

{8eq. Id4. No. 14)

ACC ARG GTIC GAC
766 TTC CAG CIG
T K Vv D

GCG TGA

{80q. Id. No. 14)

CGC ACT

'

A

(Seq. Id. No. 12)
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Figure 7:

gH3 (SEQ ID NO: 15)
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYGMSWVRQAPGKGLEWVATIT

SGGSYTYYVDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRIGEDAL
DYWGQGTLVTVSS

gl3 (SEQID NO: 16)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIAGSLNWLQQKPGKAIKRLIYATSSL
DSGVPKRFSGSRSGSDYTLTISSLQPEDFATYYCLQYGSFPPTFGQGTKVEIKR
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Figure 8: pTTOD(CDP791)
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Figure 9: Protein sequencs of the designed VH and VL grafts

Heavy Chain

{Seq.Id.No. 17)

gl EVOLVESGGGLVOPGESLRLSCAASGITESSYGNIWVROAPGKGLEWVAT I TSGESYTYYPDTVRG
gH1 RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARIGEDALDYNGQGTLVTIVSS

(Beq.Xd.No. 18)

gH2 EVQLVESGGGLVQPGGS LRLSCAASGFTFS S YGHSNVROAPGEGLEWVATITSGCS YYYY PDTVEG
gH2 RFTISRDNAKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCVRIGEDALDYWGQGTLVIVSS

{Beg.Id.MNo. 19)

g3 EVQLVESGGELVOPGGS LRLSCAASCFTF S8 YGMSUVROAPGKGLENVATITSGGSYTYYVIIVEG
o3 RFTISRDRAKNTLYLOMMS LRAEDTAVY YCVAI GEDRLDYWGOGTLVIVSS

Light Chain

{8ug.Id.No. 20}

ghl DICNTQSPASLSASYGDRVTITCRASQDIAGSLNWYQOKPGRAPKRLIYATSSLDS

gLl GVPSRFBGSGSGIEFTLTISALOPEDFATYYCLOYGSFPPTIGOGTEVELER

(8e3.Id.No. 21)

oL2 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASODIAGELANYQORPGRAPKRLIYATASLDS
9L GVRERFSGSRSGADYTLTISSLOPEDFATYCLOYGS YPPTFGAGTRVEIXKR

(Beg.Id.No. 22)

gL3 DIONTOSPSSLEASVGDRVTITCRASODIAGSLNNLOQKPGEATRRLI YATSSLDS
gL3 GVPERFIGSREGSDYTLTISSLOPEDFATYYCLOYGSFPPTFGOGTEVELIKR
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Figure 14: Oligonucleotides for gene assembly

glL1 F1 {SEQ ID NO:25)
GGATGATTCGAAGCCGCCAC

gl1 F2 (SEQID NO:28)

TCCAGGTACCAGATGTGATATCCAGATGACCCAGAGTCCAAGCAGTCTCTCCGCCAGCGTAGGCGATCGTG
TGACTATTACCTGTC

gl1 F3 ({SEQID NO:2T)

CAAAAACCGGGCAAAGCCCCCAAGCGCCTCATCTATGCGACGTCCAGCCTGGATAGCGGTGTGCCATCTCG
TTTCAGTGGCAGTGGC

gL1 F4 (SEQ ID NO:28)

AGATTTCGCCACTTACTATTGTCTGCAATATGGCAGCTTCCCTCCGACCTTCGGTCAGGGCACTAAAGTAGA
AATCAAACGTACGGCGTGC

gL1 R1 (SEQ ID NO:29)
GCACGCCGTACGTITGATITC

gL1 R2 {SEQ ID NO:30)

GACAATAGTAAGTGGCGAAATCTTCCGGCTGGAGAGACGAAATTGTGAGGGTAAATTCAGTACCGCTGCCA
CTGCCACTGAAACGAG

gLt R3 (SEQ ID NO:31)

GGGGCTTITGCCCGGTTTTTGCTGATACCAGTTCAGGCTACCCGCGATGTCCTGACTGGCACGACAGGTAAT
AGTCACACGATC

gl1 R¢ (SEQ ID NO:32)
GATATCACATCTGGTACCTGGAAACAAGAGCAACAAGAAGCCAAGAATCTGAGCAGGGGTCCTCATGGTGG
CGGCTTCGAATCATCC

gHi F{ (SEQ ID NO:33)
GAATAAAAGCTTGCCGCCACC

gHt F2 (SEQ ID NO:34)
TCCAGTGTGAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGAGGCGGGCTTGTCCAGCCTGGAGGGAGCCTGCGTCTCTC
TTGTGCAGCAAGCGGCTTCAC

pH1 F3 {SEQID NO:35)
AGTGGGTGGCAACCATTACGTCCGGAGGCAGCTATACATACTACCCGGACACCGTCAAGGGCCGTTTCACC
ATTTCCCGGGACAATGCAA

gH1 F4 (SEQ ID NO:36)
CTATTACTGTGCACGGATCGGCGAAGACGCGTTGGACTACTGGGGACAGGGGACCCTTGTGACAGTCTCCT
CTGCTTCTACAAAGGGCCCAAGAAA

gH1 R1 (SEQID NO:37)
TTITCTTGGGCCCTTTGTAGAAG

gH1 R2 (SEQ ID NO:38)
CCGATCCGTGCACAGTAATAGACTGCTGTGTCCTCTGCGCGGAGAGAGTTCATCTGGAGGTAAAGGCTATT
CTTTGCATTGTCCCGGGAAATGG

gH1 R3 (SEQID NO:39)
ACGTAATGGTTGCCACCCACTCCAGGCCCTTCCCAGGTGCCTGCCGCACCCAGGACATACCGTAAGAGGAA
AAGGTGAAGCCGCTTGCTGCACA

gH1 R4 (SEQ ID NO:4D)

CAGCTGCACCTCACACTGGACACCTTTTAAAATGAGGGCAAGGAAAACCCAGTTTAACCACATCTTCATGGT
GGCBGCAAGCTTTTATTC
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Flgure 13: Oligonucleotide cassettes for construction of gH

H3, gl2 gH3

(SEQID NO: 41)

gH2 cassette

dEA
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(SEQID NO:42)

gH3 cassette
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gL2 cassette (SEQ ID NO:43)
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gL3 cassette (SEQIDNO

4E4
£d-
g8
§do

38«
g4,

oKk

gk
§ko
g
mmmn
E§=
Fgo
g~
CER
g
o8>
5t
§8e

LB
Fgfa-
i«

B8~
"gg.,

< H

Ed-
88~
TP

e

23~

2gds

Underlined residues represent changed amino acids compared to the parent

sequence.
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Figure 14: Oligonucleotides pairs for gH2, gH3, gl.2, gL.3 construction

gH2T  (SEQ ID NO:45)

CCGGGACAATGCAAAGAATACCCTTTACCTCCAGATGAACTCTCTCCBCGCAGAGGACACAGCAGT
CTATTACTGTGTACGGATCGGCGAAGA

gH2B  (SEQID NO:46)

CGCGTCTTCGCCGATCCGTACACAGTAATAGACTGCTGTGTCCTCTGCGCGGAGAGAGTTCATCTG
GAGGTAAAGGGTATTCTTTGCATTGTC

gH3T  (SEQID NO:47)
CCGGAGGCAGCTATACATACTACGTGGACAGCGTCAAGGGCCGTTTCACCATTTC

gH3B (SEQID NO:4B)
CCGGGAAATGGTGAAACGGCCCTTGACGCTGTCCACGTAGTATGTATAGCTGCCT

glLZT (SEQ ID NO:49)
CCAGCCTGGATAGCGGTGTGCCAAAACGTTTCAGTGGCAGTCGCAGCGBTTCTGACTATACCCTC
ACAATTTCGTCTCT

gl2B  (SEQ ID NO:50)
CTGGAGAGACGAAATTGTGAGGGTATAGTCAGAACCGCTGCGACTGCCACTGAAACGTTTTGGCA
CACCGCTATCCAGGCTGGACGT

gl3T (SEQID NO:51)
CGTGTGACTATTACCTGTCBTGCCAGTCAGGACATCGCGGGTAGCCTGAACTGBTTGCAGCAAAA
ACCGGGCAAAGCCATCAAGCGCCTCATCTATGCGACGT

gHIB (SEQID NOD:52)
CGCATAGATGAGGCGCTTGATGGCTTTGCCCGBTTTI TGCTGCAACCAGTTCAGGCTACCCGCGAT
GTCCTGACTGGCACGACAGGTAATAGTCACACGAT
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Figure 15: CHO expression plasmids
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Figure 16: pTTOD(Fab’ IGS-3) map
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Flgure 17: IGS Sequences

(SEQ ID NO:53)
I1G68-1; Intergenic space = -1
G,AGC,TCA,CCA,GTA,ACA, AAR, AGT, TTT, AAT, AGA, GGA, GAG, TGT, TAATG, AAG, ARG, ACT, GCT, ATA, GCA, ATT, G

S ] P V T K S F N R G E C *M K X T A I A I

End of c-Kappa segquence ~-> Start of OmpA sequence ->
(SEQ ID NO:84)
IG8-2; Intergenic space = +1

G,AGC,TCA,CCA, GTA,ACA, ARA, AGT, TTT,AAT, AGA, GGG, GAG, TGT, TAR AATG, AAG, ARG, ACT, GCT,ATA, GCA,ATT, G

S S P V T K S F N R G E c * M K K T 2a I A I

(SEQ ID NO:55)
I68-3; Intergenic space = +13
G,AGC, TCR, CCA,GTA, ACA, ARR, AGC, TTT, AAT, AGA, GGA, GAG, TGT, TGA_GGAGGAARARARAATG, AAG, AAR, ACT, GCT,ATA, GCA, ATT, G

S 8 P V T K ] F N R G E C * M K X T A I A I

st
SLFTE0/€0 OM

61910/7089/1L0d
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Figure 18: Fermentation of Fab’
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AARTCATCGGC TCGTATAATG TGTGGAATIG TGAGCGGATA ACAATTICAC ACAGGAAACA GCGATGAGCT

(SEQID NO
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30
100
170
240

20
90
160

CTGGATAATG TTTTTTGCGC CGACATCATA ACGGTYCTGG CAAATATICT GARATGAGCT GTTGACARTT

10

AANTTCTCATG TTTGACAGCT TATCATCGAC TGCACGGYGCT ACCAATGCIT CTGGCGTCAG GCAGCCATCG

80

GAAGCTGTGG TATGGCTGTG CAGGTCGTAA ATCACTGCAY AATTCGYGTC GCTCAAGGCG CACTCCCGTT
150
220

Coding and flanking sequence of CDP791 Fab’
TTAAGAGTAC ARACTGTCGA ATAGTAGCTG ACGTGCCACG TGOTYACGAA GACCGCAGTC CGTCGGTAGC
CrTCGACACC ATACCGACAC GTCCAGCATT TAGYGACGTA TTAAGCACAG CGAGITCCGC GTGAGGSCAR
GACCTATTAC AAAARACGCG GCTGTAGTAT TGCCAMGACC GITTATAAGA CTTTACTCGR CAACTGTTAR
TTAGTAGCCG AGCATATTAC ACACCTTAAC ACTCGUCTAT TGTTAAAGTG TGTCCTITTIGT CGCTACTCGA
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GCG TGR TGA GGATCCAAGC TTGCGGCCGC GAATTCACTG GCCGTICGTIT TACRACGTCG TGRCTGGGAA
CGC ACT ACT CCTAGGTTCG AACGCCGGCG CTTAAGYGAC CGGCAGCAAR ATGITGCAGT ACTGACCCTT
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AGGCCCGCAC CGATCGCCCT TCCCAARCAGT TGCGCAGCCT GAATGGCGAA TGGCGCCTGA TGCGGTATTT
TCCGGECGTE GCTAGCGGGA AGGGTTGTCA ACGCGTCGGA CTTACCGCTT ACCGCGGACT ACGCCATAAM

1990 2000
TCTCCTTACG CATCTGTGCG y
AGAGGRATGC GTAGACACGC



WO 03/031475 PCT/GB02/04619

23/24

Figure 20: Radioimmunosssay Resulis
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Figura 21: Protain saquence of gH3-grafted heavy chain

Heavy Chain antibody sequence (SEQ ID NO:57)
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAARSGFTFSSYGMSWVRQAPGKGLEWVATITSGGSY
TYYVDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRIGEDALDYWGQGTLVT
VSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFP
AVLQSSGLYSLSSVVTIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPSCPA
PEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSILSLSLGK*
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Productos Blolégicos

La presente invencidn se refiere a una molécula de anticuerpo que tiene
especificidad para determinantes antigénicos del receptor que contiene el
dominio insertado de quinasa humana (RDQ). La molécula de anticuerpo se
une al RDQ con mayor afinidad que con el factor de crecimiento andotellal
vascular humano FCVE, y previene la interaccién entre FCVE y RDQ. La
presents invencién también se refiere a los usos terapéuticos de la molécula de
anticuerpo y a los métodos para producir la molécula de anticuerpo.

Esta invenclén se refiere a moléculas de anticuerpo. En una molécula
de anticuerpo, hay dos cadenas pesadas y dos cadenas livianas. Cada cadena
pesada y cada cadena liviana tiene en su extremo N-terminal un dominio
variable. Cada dominio variable estd compuesio de cuatro regiones
estructurales (RE) que alteman con tres regiones que determinan
complementariedad (RDC). Las RDCs determinan la especificidad de enlace o
unién antigeno de los anticuerpos y son secuencias de péptidos relativamente
cortas, que continban en las regiones estructurales de los dominios variables.
Los residuos en los dominios variables -estdn numerados convencionaimente
de acuerdo a un sistema disefiado por Kabat y otros. Este sistema esta
indicado en Kabat y otros, 1987, en Sequences of Proteins of Inmunological
Interest, US Department of Health and Human Services, NIH USA (de ahora en
adelante "Kabat y otros (supra)"). Este sistema de numeraclén se usa en las
presentes memorias a menos que se indique de otra manera.

Las designaciones del residuo Kabat no siempre comesponden
directamente a la numeracion lineal de los residucs de amino écidos. La actual

secuencia lineal de aminoécidos puede contener menos amino &cidos o

I-vd



aminoécidos adiclonales comparado con la numeracién estricta de Kabat, que
corresponden al acortamiento de, o insercion dentro, de un componente
estructural, ya sea estructura o0 RDC, de la estructura de dominio variable
bésica. La correcta numeracién de reslduos Kabat puede determinarse por un
anticuerpo dado mediante la alineacién de los residuos de homolagia en la
secuencia del anticuerpo con una secuencia de numeracion Kabat "estandar®.

Las RDCs del dominio variable de cadena pesada estan locallzadas en
los residuos 31-35 (RDCH1), residuos 50-85 (RDCH2) y residuos 85-102
(RDCH3) de acuerdo a la numeracién Kabat.

Las RDCs del dominio variable de cadena liviana estan localizadas en
los residuos 24-34 (RDCL1), residuos 50-56 (RDCL2) y residuos 89-97
(RDCL3) de acuerdo a la numeracion Kabat.

La construcciéon de los anticuerpos RDC injertados se describe en la
Solicitud de Patente Europea EP-A-0239400, la cual revela un proceso en el
cual las RDCs de un anticuerpo monoclonal de ratén (Mab) se injertan dentro
de las reglones estruciurales de los dominios variables de wuna
inmunoglobulina humana mediante mutagénesis dirigida al sitio usando
oligonucleétidos largos.

El trabajo més reciente en humanizar Mabs mediante injerto a RDC se
llavé a cabo en antigenos sintéticos que reconocen Mabs, tal como NP. Sin
embargo, los ejemplos en los cuales sa humanizaron una lisozZima que
reconoce el Mab de ratén y un antigeno que reconocen el Mab de una rata
en células T humanas mediants injerto a RDC, han sido descritos por
Verhoeyen y otros (Science, 239, 1534-1536, 1988) y Rlechmann y otros
(Nature, 332, 323-324, 1988), respectivamente.

—
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Riechmann y otros encontraron que la transferencia de las RDCs solas
(segln lo define Kabat (Kabat y otros (supra) y Wu y otros, J. Exp. Med. 132,
211-250, 1970)) no fue suficiente para suministrar una actividad satisfactoria
de enlace al antigeno en el producto injertado a RDC. Se encontrd que un
nimero de residuos estructurales tienen que estar alterados de tal forma que
comespondan a los de la regi6n estructural del donador. El criterlo propuesto
para seleccionar cual de los residuos estructurales necesita ser alterado se
describe en la solicitud de Patente Internacional No. WO 90/07861.

Un ndmero de estudios que discuten sobre los anticuerpos que se
injertan a RDC han sido publicados, incluyendo Vaughan y otros (Nature
Biotechnology, 16, 535-539, 1998).

El FCVE es una glicoprotelna homodimérica de dos subunidades de 23
kD con similaridad estructural al FCVE. Tiene un papel de desarrollo
Importante en la vasculogénesis, el establecimlento de un sistema de nuevos
vasos sanguineos, Yy estd involucrada en la angiogenésis, la formacién de
nuevos vasos a partir de los pre-existentes. La angiogenésis involucra la
proliferacién, la migracién y la infiltracién de tejidos de células endoteliales
capilares a partir de vasos sangulneos pre-existenies. En la misma forma que
Juega un papel importante en los procesos fislolégicos normales, tal como
desarrollo embriénico, crecimiento folicular (incluyendo la formacién del cuerpo
Kiteo) y la cicatrizacién de heridas, la angiogenesis ocurre en un namero de
condiciones patolégicas incluyendo inflamacion, psoriasis, artritis reumatoidea y
crecimiento de tumores y metéastasis (Folkman, J y Klagsbrun, M. Science,

235, 442-447, 1987). Por ejemplo, existe una amplia creencia de que los

53



tumores son incapaces de cracer mas alld de clerto tamafio, a menos que se
suministre un aporte dedicado de sangre mediante angiogenesis.

El FCVE es distinto a otros factores implicados como posibles
reguladores de angiogenesis in vivo y que es un Inductor de angiogenesis
especifica de células endoteliales.

Existen cinco isoformas monoméricas diferentes de FCVE, como
resultado de la unién altemativa del mMRNA. Las isoformas incluyen dos
formas de enlace de membrana (FCVE2s ¥ FCVEs) Yy tres formas solubles
(FCVE1es, FCVE121 Y FCVE4s). En todos los tejidos excepto placenta humana,
el FCVE g5 es la isoforma més abundante.

Los efectos del FCVE son mediados a través de su interaccién con
dos receptores de quinasa tirosina de alta afinidad, receptor quinasa tirosina
como fms (FLT-1 o FCVER-1, Shibuya M. y otros, Oncogene, 5, 519-524,
1990) y RCD (o FCVER-2, Terman y otros, Oncogene, 6, 1677-1683, 1991).
Tanto RCD como FLT-1 son receptores de cobertura de membrana que cada
uno contlene siete dominios parecidos a inmunoglobulinas en la regibn de
enlace - ligando extracelular, un dominio quinasa tirosina intracelular y un
dominio transmembrana. El dominio transmembrana sirve para anclar el
receptor en |a membrana celular de las células en las cuales se expresa.

Hay varios reportes de la sobre-expresion de ambos FCVE y sus
receptores dentro de tumores, tanto en los niveles de RNA como de proteinas
(Dvorak y otros, Curr. Top. Microbiol. Inmunol. 237, 97, 1999). La expresiéon de
FCVE se reajusta en respuesta a la hipoxia, que ocurre frecuentemente dentro
de los tumores, Yy la concentracldon Incrementada del ligando induce la

expresién de sus receptores. Los ejemplos de estudios que muestran la



expresibn RDC incrementada en tumores humanos incluyen: cancer de
mama.(Brown y otros, Hum. Pathol., 26, 86, 1995); cancer de colon (Takahashi
y ofros, Cancer Res., 55, 3964, 1995), cancer renal (Takahashi y otros, BBRC
257, 855, 1999) y adenocarcinoma del tracto gastro intestinal (Brown y otros,
Cancer Res., 53, 4727, 1993). En un estudio mas reciente usando un
anticuerpo que reconoce especificamente el FCVE unido a ia RDC, se
observd el reajuste de la via angiogénica de FCVE/RDC en céncer de pulmén
de células no pequefias (Koukourakis y otros, Cancer Res., 60, 3088, 2000).

Un nimero de plezas de evidencia experimental demuestra el enlace
causal entre la actividad de FCVE y la angiogenésis del tumor /n vivo. Kimy
otros, inyectaron un Mab neutralizante ant-FCVE deniro de los ratones
desnudos que tiene fumores y demostraron un crecimiento suprimido de tumor
(Nature, 362, 841, 1993). La expresion retroviral de un ratén negativo
dominante RCD (FLK-1) también inhibié el crecimiento de tumor en ratones
(Millauer y otros, Nature, 367, 576, 1993).
De igual manera, el antisenso de FCVE (Cheng y ofros, PNAS, 93, 8502,
1996), los anticuerpos anti-FLK-1 (Witte y otros, Cancer Metast. Rev., 17, 155,
1998) y la expresién de FLT-1 soluble (Goldman y otros, PNAS, 85, 8795,
1998) todos inhibieron el crecimiento de tumor en los modelos de ratones.

Algunas piezas de evidencla experimenial sugieren que los efectos
biolégicos del FCVE en relaciébn con la angiogenesis son mediados
predominantemente a través del receptor RDQ (para revision ver Larrivee y
Karsan, Int. J. Mol. Med., 5, 447, 2000).

La activacién mediada por el FCVE de RDQ sblo (en lineas de células

que expresan solamente un tipo de FCVER) mostrd ser suficiente para causar



la proliferacion de células y la migracién (Waltenburger y otros, J. Biol. Chem.,
269, 26988, 1984). A la inversa, cuando el FLT-1 sblo estd activado, la
proliferacién de células no se ve y la migracién de células es observada
inconsistentemente.

Los experimentos utilizando los mutantes del FCVE selectivos de
receptor han demostrado que la ligacion de RDQ activa la quinasa de la
proteina activada con mitbgeno (QPAM) dando el aumento de proliferacion,
migracién y permeabilidad vascular (Keyt y otros, J. Blol. Chem., 271, 5638,
1986). El mutante selectivo FLT-1 fue inactivo en estos ensayos.

Un Mab anti-FCVE bloqueando la interaccién con RDQ pero no con
FLT-1, fue capaz de inhibir la permeabilidad vascular inducida por FCVE,
mientras que un anticuerpo anti-FCVE no bloqueado no tuvo efecto (Brekken y
otros, Cancer Res., 60, 5117, 2000).

La produccién de Mabs contra el receptor de FCVE murino, FLK-1, por
tecnologia de hibridoma ha sido descrita (WO 94/11499). Esto fue
demostrado para inhlbir la activacion del receptor FLK-1 bloqueando la
interaccion de FCVE con el receptor. Esta Inhibicidn de la activacion del
receptor fue efectiva en la inhibicién de la angiogenésis inducida por el FCVE
en ciertos modelos. Ademas, este anticuerpo anti-FLK-1 probé ser efectivo en
sl tratamiento de algunos tumores xencinjertados de ratén. Sin embargo, no
todos los anticuerpos que unen la FLK-1 se unirdan al RDQ con suficiente
aflnidad para eficacia terapéutica.

El enlace FCVE-RDQ también inhibe la apéptosis de vasos
sanguineos formados recientemente, mediante la actlvaclén mediada por

RDQ de las vias de sefializacién PI3-quinasa-Akt quinasa (Akt quinasa es una
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quinasa bien conocida de flujo descendente de la via de la Pl3-quinasa,
involucrada en la supervivencia de células, Gerber y otros J. Biol. Chem., 273,
30336, 1998). Los modelos animales también demostraron la efectividad del
blogueo de esta respuesta anti-apoptética a través del blogueo de la
interaccion del FCVE-RDQ.

Se cree actuaimente que el RDQ es el receptor mas importante en la
mediacion de los efectos del FCVE y su papel en la promocion de la
angiogenesis y la sobrevivencla de nuevos vasos aparece universaimente
reconocida.

Por lo tanto, una molécula de anticuerpo capaz de enlazarse al RDQ y
bloquear su activacion por FCVE puede ser de beneficio terapéutico en el
fratamiento de patologlas en las cuales estAn implicadas el FCVE y/o RDAQ.
Por ejemplo, casos de inflamacion, psoriasis, artritis reumatoidea y crecimiento
de tumores. Existen también argumentos contundentes de que esto puede ser
mejor logrado a fravés del bloqueo de su interaccién con el receptor RDQ.
Existe l1a necesidad de que tal molécula de anticuerpo pueda ser usada
repetidamente y producida facil y eficientements. Tamblén existe la necesidad
de una molécula de anticuerpo que tiene una alta afinidad para el RDQ y baja
inmunogenicidad en humanos.

En un primer aspecto, la presents invencién suministra una molécula de
anficuerpo que tiene especificidad para RDQ, que comprende una cadena
pesada donde el dominio variable comprende una RDC (segln se define por
Kabat y otros, (supra)) que tiene la secuencia dada como H1 en la Figura 1
(Sec. ID No:1) para RCDH1, como H2 en la Figura 2 (Sec. ID. No:2) para
RDCH2 o como H3 en la Figura 1 (Sec. ID. No:3) para RDCH3.



La molécula de anticuerpo del primer aspecto de la presente invencién
comprende al menos una RDC seleccionada a partir de H1, H2 y H3 (Sec. ID.
No:1 hasta Sec. ID No; 3) para el dominio variable de cadena pesada.
Preferiblemente, la molécula de anticuerpo comprende al menos dos o méas
preferiblemente todas las tres RDCs en el dominio variable de cadena pesada.

En un segundo aspecto de la presente invencién, se suministra una
molécula de anticuerpo que tiene especificidad para RDQ humana, que
comprende una cadena liviana donde el dominio variable comprende una RDC
(seglin se define por Kabat y otros (supra)) que tiene la secuencia dada como
L1 en la Figura 1 (Sec. Id. No: 4) para RDCL1, como L2 en la figura 1 (Sec. Id.
No. 5) para RDCL2 o como L3 en la Figura 1 (Sec. Id. No. 6) para RDCL3.

La molécula de anticuerpo del segundo aspecto de la presente invencién
comprende al menos una RDC seleccionada de L1, L2 y L3 (Sec. Id. No. 4
hasta Sec. id: No. 6) para el dominio variable de cadena liviana.
Preferiblemente, la molécula de anticuerpo comprende al menos dos o mas,
preferiblemente todas las tres RDC en el dominio variable de cadena liviana.

Las moléculas de anticuerpo del primer y segundo aspecto de la
presente invencién preferiblemente tienen una cadena liviana complementaria
0 una cadena pesada complementaria, respectivamente.

Preferiblemente, la molécula de anticuerpo del primer o segundo
aspecto de la presente invencién, comprende una cadena pesada donde el
dominlo variable comprende una RDC (segin se define en Kabat y otros (supra
)} que tiene la secuencia dada como H1 en la Figura 1 (Sec. Id. No. 1) para
RDCH1, como H2 en la Figura 1 (Sec. Id. No. 2) para RDCH2 o como H3 en la

Figura 1 (Sec. Id. No. 3) para RDCH3, y una cadena liviana donde el dominio



variable comprende una RDC (segun se define en Kabat y otros (supra)) que
tiene la secuencia dada como L1 en la Figura 1 (Sec. |d. No. 4) para RDCL1,
como L2 en la Figura 1 (Sec. Id. No. 5) para RDCL2 o como L3 en la Figura 1
(Sec. Id. No. 6) para RDCL3.

Las RDCs dadas en las Sec. |d. Nos. 1 a 6 {Figura 1) referidas mas
arriba son derivados de un anticuerpo VR165 monocional de ratéon. La
presents invenciébn también suministra el anticuerpo VR165 monocional de
ratén. Las secuencias de los dominios variables del anticuerpo VR165 se
muestran en la Figura 2 (Sec. Id. Nos. 7 y 8). La region constante de cadena
liviana de VR185 es kappa, Y la regién constante de cadena pesada es IgG2a.
Este anticuerpo de ratdn se refiere més abajo como el "anticuerpo donador”.

En una segunda realizacién aitemativamente preferida, el anticuerpo de
acuerdo a cualquiera de los aspectos primero o segundo de la presente
invencién es una molécula de anticuerpo ratén/humano quimérico, refarido en
la presente como la molécula de anticuerpo VR165 quimérico. La molécula de
anticuerpo  VR165 quimérico comprende los dominios variables del Mab
Vri65 del ratén (Sec. Id. Nos. 7 vy 8) y los dominios constantes humanos.
Preferiblemente, la molécula de anticuerpo VR185 quimérico comprende el
dominio C kappa humano (Hieter y otros, Cell, 22, 197-207, 1880; Genebank
accession number J0O0241) en la cadena liviana y dominios humanos gamma
4 (Flanagan y ofros, Nature, 300, 709-713, 1882) en la cadena pesada.

En una tercera realizacién altemativamente preferida, el anticuerpo de
acuerdo a cualquiera de los aspectos primero o segundo de la presente
invencién es una molécula de anticuerpo injertada a RDC. El término

"molécula de anticuerpo injertada a RDC" seglin se usa en la presaents, se



refiere a una molécula de anticuerpo donde la cadena pesada y/o liviana
contiene una o mas RDCs del anticuerpo donador (por ejemplo, un Mab de
murino) injertado en una estructura de la regién variable de cadena pesada
y/o liviana de un anticuerpo aceptor (por ejemplo, anticuerpo humano).

Preferiblemente, tal anticuerpo injertado a RDC tiene un dominio variable
que comprende regiones estructurales de un aceptor humano, as!{ como uno o
mas de las RDCs doﬁadoras referidas més arriba.

Cuando las RDCs se injertan, se puede usar cuaiquier secuencia de
estructura de regién variable aceptor, tomando en cuenta la clase fipo del
anticuerpo donador a partir de los cuales se derivan las RCDs, incluyendo
reglones estructurales de raton, pnmato.- y humanas. Ejemplos de estructuras
humanas que pueden ser usadas en la presente invencién son KOL, NEWM,
REI, EU, TUR, TEI, LAY y POM (Kabat y otros (supra)). Por ejemplo, KOL y
NEWM pueden ser usadas para la cadena pesada, REI puede ser usada para
la cadena liviana y EU, LAY y POM pueden ser usadas tanto para la cadena
pesada como liviana.

Las regiones estructurales preferidas para la cadena pesada son las
regiones estructurales humanas germinales del grupo 3 mostradas en la Figura
3 (VH3-7, GL, Sec. Id. No. 8). Las regiones estructurales preferidas para la
cadena liviana son las raglones estructurales humanas de linea germinal de
secuencia de grupo 1 mostradas en la figura 3 (A30 GL, Sec. Id. No. 10).

En un anticuerpo injertado a RDC de la presente invencién, se prefiere el
uso, como un anticuerpo aceptor, de uno que tenga las cadenas gue son
homdlogas a las cadenas del anticuerpo donador. Las cadenas aceptloras

pesada y liviana no necesariamente necesitan ser derivadas del mismo



anticuerpo y pueden, si se desea, comprender cadenas compuestas que tienen
regiones estructurales derivadas de diferentes cadenas.

También, en un anticuerpo injertado a RDC de la presente invencién,
las regiones estructurales no necesitan tener exactamente la misma secuencla
de las del anticuerpo aceptor. Por ejemplo, los residuos inusuales pueden
cambiarse a reslduos mas frecuentemente presentes para esa clase o tipo de
cadena acepiora. Altenativamente, los residuos seleccionados en las
regiones estructurales acepioras pueden cambiarse en tal fooma que ellos
comespondan al residuo encontrado en la misma posicibn en el anticuerpo
donador. Tales cambios deben mantenerse al minimo necesario para
recuperar la afinidad del anticuerpo donador. En WO 91/09867 se fija un
protocolo para seleccionar residuos en las reglones estructurales aceptoras en
las que sea necesario el cambio.

Preferiblemente, en una molécula de anticuerpo Iinjertada a RDC de la
presente invencion, sl la cadena pesada aceptora iene regiones estructurales
humanas de linea germinal del grupo 3 (mostradas en la Figura 3) (Sec. Id. No.
g) entonces las regiones estructurales aceptoras de la cadena pesada
comprenden ademés de una o més RDCs donadoras, residuos donadores en
las posiciones 77 y 93 (de acuerdo la Kabat y otros (supra)).

Preferiblemente, en una molécula de anticuerpo injertada a RDC de
acuerdo a la presente invencion, si la cadena liviana aceptora tiene regiones
estructurales humanas del grupo 1 {mostradas en la Figura 3) (Sec. Id. No. 10)
entonces las regiones estructurales aceptoras de la cadena liviana
comprenden los residuos del donador en las posiciones 36, 44, 60, 86, 89, 70

y 71 (de acuerdo a Kabat y otros (supra}).

11

&/



Los residuos del donador son residuos del anticuerpo donador, esto es,
el anticuerpo a partir del cual las RDCs originalmente se derivaron.

La molécula de anticuerpo de la presente invencién puede comprender:
una molécula de anticuerpo completa, que tiene cadenas pesadas y livianas de
longitud completa; un fragmento de la misma, tal como un Fab, Fab modificado,
di-Fab, un di(Fab modificado), Fab’, F(ab“). o fragmento Fv; un monémero o
dimero de cadena liviana o cadena pesada; un anticuerpo de cadena simple,
por ejemplo un Fv de cadena simple en el cual los dominios variables de
cadenas pesada y liviana se juntan mediante el juntor de péptido. De manera
similar, las regiones variables de cadena liviana y pesada pueden ser
combinadas con otros dominios de anticuerpo, segin sea apropiado.

Preferiblements, la molécula de anticuerpo de la presente invencibn es
un fragmento Fab, Preferiblementse, el fragmento Fab tiene una cadena liviana
que tiene la secuencia dada como Sec. Id. No. 11 (Figura 4) y una cadena
pesada que tiene la secuencia dada como Sec. Id. No. 12 (Figura 5). Las
secuencias de amino Acido dadas en la Sec. Id. No. 11 y Sec. Id. No. 12 estén
preferiblemente codificadas por las secuencias de nucleétido dadas en la Sec.
Id. No. 13 y Sec. Id. No. 14, respectivamente (Figura 4 y Figura 5).

Altemativamente, es preferible que la molécula de anticuerpo de la
prasente invencién sea un fragmento Fab modificado, donde la modificacion es
la adicién en el extremo C-terminal de su cadena pesada de uno 0 més amino
acidos para permitir la unién de una molécula efectora o reportera.
Preferiblemente, los amino é&cidos adicionales forman una regiébn de
articulacién modificada que contiene uno o dos residucs cistalna a los cuales

se puede juntar [a molécula efectora o reportsra. Tal fragmento Fab
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modificado tiene preferiblemente una cadena liviana que tiene la secuencia
dada como Sec. Id. No. 11, y la cadena pesada que tiene la secuencia dada
como Sec. Id. No. 12. Las secuencias de amino &cidos dadas en Sec, id. No.
11 y Sec. Id. No. 12, son preferiblemente codificadas por las secuencias de
nucledtido dadas en la Sec. Id. No. 13 y Sec. Id. No. 14, respectivamente.

En una alternativa adicional, es particulamente preferido que la
molécula de anticuerpo de la presente invencith sea un fragmento di-(Fab
modificado), donde la modificacién es la adicién en el extremo C-terminal de
cada cadena pesada Fab de uno o mas aminoacidos para permitir la unién de
la cadena a ofra tal cadena y a una molécula efectora o reportera.
Preferiblomente, los amino écidos adiclonales forman una regidon de
articulacién modificada que contiene uno, dos o tres residuos cistelna, para unir
a otro Fab, las moléculas efectoras o reporteras.

Un grupo efector preferido es una molécula de polimero, que puede
estar unida al fragmento Fab modificado o di{Fab modificado) para aumentar
su vida media in vivo.

La molécula de polimero puede, en general, ser un polimero sintético o
presente en la naturaleza, por ejemplo, un polimero  polialquileno,
pollalquenileno o polioxialquileno de cadena recta o ramificada opcionalments
sustituido, o un polisacarido ramificado ¢ no ramificado, por ejemplo homo- o
hetero- polisacarido.

Los sustituyentes opcionales particulares que pueden estar presentes
en los polimeros sintéticos amiba mencionados incluyen uno o més grupos
hidroxi, metil o metoxi. Los ejemplos particulares de polimeros sintéticos

incluyen poli{etilenoglicol), poli{propllenoglicol), poli(vinilalcohol) de cadena
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recta o ramificada opclonalmente sustituidos, o derivados de los mismos,
especiaimente poli(etilenoglicol) opclonalmente sustituido tal como
metoxipoli(etilenoglicol) o derivados del mismo.

Los polimeros que se encuentran presentes en la naturaleza inciuyen
lactosa, amilosa, dextrano, glicégeno, o derivados de los mismos. "Derivados”
seguln se usa en la presente pretende incluir derivados reactivos, por ejemplo,
grupos reactivos tiol selectivos tales como maleimidas y similares. El grupo
reactivo puede estar unido directamente o a través de un segmento de unitn
al polimero. Se apreciard que el residuo de tal grupo formaré en algunos
casos parte del producto como el grupo de unién entre el fragmento de
anticuerpo y el polimero.

El tamafio del polimero puede variar segin se desee, pero
generaimente estard en un rango de pesoc molecular promedio desde 500 Da
hasta 50000 Da, preferiblemente desde 5000 hasta 40000 Da y mas
preferiblemente desde 25000 hasta 40000 Da. El tamafio del polimero puede
ser seleccionado en particular a base del uso que se pretende dar al
producto.

Los polimeros particularmente preferidos Incluyen un polimero
poliaiquileno, tal como un poli(etienoglicol} o, especiaimente un
metoxipoli{etilenoglicol) o un derivado de! mismo, y especialmente con un peso
molecular en el rango desde aproximadamente 25000Da hasta
aproximadamente 40000Da.

Cada molécula de polimero unida al fragmento de anticuerpo modificado

puede esatar covaleniemente enlazada al atomo azufre de un rasiduo cistelna
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localizado en el fragmento. El enlace covalente seré generalmente un enlace
disulfuro, o en particular, un enlace sulfuro-carbon.

Cuando se desea, sl fragmento de anticuerpo puede tener uno o més
otras moléculas efectoras o reporteras unidas a él. Las moléculas efectoras o
reportaras pueden unirse al fragmento de anticuerpo a través de cualquier
cadena lateral de amino &cidos o grupo funcional amino acido terminal
disponibles, localizados en el fragmento, por ejemplo, cualquier grupo libre
amino, imino, hidroxil o carboxil.

Un polimero activado puede ser usado como material de partida en la
preparacion de fragmentos de anticuerpo pollmero-modificado, segin se
describe méas arriba. El polimero activado puede ser cualquiera que contiene
un grupo reactivo tiol, tal como un acido o éster a-halocarboxllico, por sjemplo,
iodoacatamida, una imida, por ejemplo malelmida, una vinil sulfona o un
disulfuro. Tales materiales de partida se pueden obtener comercialmente (por
elemplo, de Shearwater Polymers Inc., Huntville, AL, USA) o pueden ser
preparados a partir de materiales de partida comerciaimente disponibles,
usando procedimientos quimicos convencionales.

Sobre la unién a las porciones (PEG) poli{etilenoglicol), se hace
referencia a "Poly(ethyleneglycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical
Applications”, 1992, J. Milton Harris (ed), Plenum Press, New Yok,
"Poly({ethyleneglycol) Chemistry and Biological Applications” 1897, J. Milton
Harris y S. Zalipsky (eds), American Chemical Society, Washington DC y
"Bioconjugation Proteln Coupling Techniques for the Bliomedical Sciences"

1898, M. Aslam, y A. Dent., Grove Publishers, New York.
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Donde se desee obtener un fragmento de anticuerpo unido a una
molécula efectora o reportera, éste puede ser preparado por procedimientos
de ADN recombinante o quimicos estandar, en los cuales el fragmento de
anticuerpo se une ya sea directamente o mediante un agente de enlace a la
molécula efectora o reportera ya sea antes o después de la reaccién con el
polimero activado, segin sea apropiado. Los procedimientos quimicos
particulares incluyen, por ejemplo, aquellos descritos en WO 93/06231, WO
92/22583, WO 90/09195 y WO 89/014768. Aliemativamente, donde la molécula
efectora o reportera es una protelna o polipéptido se puede lograr la unién
usando procedimientos de ADN recombinante, por ejemplo, segin se describe
en WO 86/01533 y EP-A-0382745.

Preferiblemente, el fragmento Fab modificedo o di-fab de la presente
invencion es PEGilado (esto es, tiene PEG (poli{etilenoglicol)) o mPEG
(metoxipoli{etilenoglicol)) covalentemente unido al mismo) de acuerdo a los
métodos revelados en EP-A-0948544 y EP-A-1090037. Preferiblemente la
molécula de anticuerpo de la presenie Invencibn es un fragmento Fab
modificado pegilado, seglin se muestra en la Figura 6 o un fragmento di-(Fab
modificado) pegilado. Segin se muestra en la Figura 6, el fragmento Fab
modificado tiene un grupo maleimida unido covalentemente a un grupo tiol
simple en una regién de arficulacién modificada. Un residuo lisina estd
enlazado covalentemente a un grupo maleimida. A cada uno de los grupos
amino en el rasiduo lisina se une un polimero metoxipoli{etilenoglicol} que tiene
un peso molecular de aproximadamentie 40.000Da. De manera similar cada

mPEG puede estar unido a un residuo lisina unido covalentemente a un juntor



bis-malelmida, segin se describe en EP-A-1090037 para formar un di{(Fab-
modificado) PEGilado de acuardo a la invencién.

Preferiblemente, en el compuesto mostrado en la Figura 6, la cadena
pesada de la parte de anticuerpo tiene la secuencia dada como Sec. Id. No. 12,
y la cadena liviana tiene la secuencia dada en Sec. |d. No. 11.

Los dominios de region constante de la molécula de anticuerpo de la
presente Invencion, si estd presente, pueden ser seleccionados en lo que
respecta a la funcién propuesta de la molécula de anticuerpo, y en particular
las funciones efectoras que pueden ser requeridas. Por ejemplo, los dominios
de regién constante pueden ser dominios humanos IgA, IgD, IgE, IgG, e IgM.
En particular, los dominios de regién constanta humana IgG pueden ser
usados, especialmente de los isotipos IgG1 e IgG3 cuando s8e preienda que la
molécula de antlcuerpo tenga usos terapéuticos y se requiera las funciones
efectoras de anticuerpos. Altematlvamente, los isotlpos IgG2 e IgG4 pueden
ser usados cuando se pretenda que Ila molécula de anticuerpo tenga
propositos terapéuticos y no se requiera las funciones de recepior de
anticuerpo, por ejemplo, para bloqueo simple de la ligaz6n RDQ por FCVE.

También, la molécula de anticuerpo de la presente invencién puede
tener un efector o una molécula reportera unida a la misma. Por ejemplo,
puede tener un macrociclo, para quelar un aiomo de metal pesado, o una
toxina, tal como ricina, unidos a éste mediante una estructura de puente
covalente. Alternativamente, los procedimientos de tecnologla ADN
recombinante pueden ser usados para producir una molécula de anticuerpo en
la cual el fragmento Fc (CH2, CH3 y dominios de articulacion), los dominios

CH2 y CH3 o el dominio CH3 de una molécula de inmunoglobulina completa ha
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sido reemplazada mediante, ¢ se ha unido a la misma mediante enlace de
péptido, una protelna no inmunoglobulina funcional, tal como una molécula
toxina o enzima.

La molécula de anticuerpo de Ia presente Invencién tiene
preferiblemente una afinidad de enlace de 0.4x10°"°, Preferiblemente, la
molécula de anticuerpo de la presente invencién comprende el dominio variable
de cadena pesada gH3 (Sec. Id. No. 15) y el dominio variable de cadena liviana
gL3 (Sec. Id. No. 18). Las secuencias de los dominios variables de estas
cadenas livianas y pesadas se muestran en la Figura 7.

La presente invencion también se reflere a variantes de l1a molécula de
anticuerpo de la presente Invencién, que tienen una afinidad mejorada para
RDQ. Tales variantes pueden ser obienides mediante un nimero de
protocolos de maduracién de afinidad incluyendo la mutacién de RDCs (Yang y
otros, J. Mol. Biol., 254, 392-403, 1995), arrastre de cadena (Marks y otros,
Bio/Technology, 10, 779-783, 1992), uso de cepas mutantes de E. coli (Low y
otros, J. Mol. Biol., 250, 359-368, 1996), arastre de ADN (Patten y otros, Curr.
Opin. Biotechnol., 8, 724-733, 1997), exposicién de fago (Thompson y otras, J.
Mol. Biol., 256, 77-88, 1996) y PCR sexual (Cramer] y otros, Nature, 391, 288-
291, 1998). Vaughan y otros, (supra) discute estos métodos de maduracién de
afinidad.

La presente invencion también suministra una secuencia de ADN que
codifica la o las cadenas pesadas y/o livianas de la molécula de anticuerpo de
la presente invencién, por ejemplo segin se describe en las figuras Incluidas en

la presente.
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La secuencia de ADN de la presente invenclén puede comprender ADN
sintético, por ejemplo producido mediante procesamiento quimico, cADN, ADN
genbmico, o cualquier combinacién de los mismos.

La presente Invencién también se refiere a un vector de expresioén o
clonacibn que comprenda una o més secuencias de ADN de la presente
invencién, Preferiblemente, el vector de clonacién o expresiébn comprende dos
secuencias de ADN, que codifican la cadena liviana y cadena pesada de la
molécula de anticuerpo de la presente invencion, respectivamente.

En una realizacion preferida, la presente Invencién suministra un vector
de expresiéon de E. Coll, que comprende una secuencia de ADN de la presente
invencién. Preferiblemente, el vector de expresion es pTTOD(CDP791) seg(in
se muestira esquematicamente en la Figura 8.

Los métodos generales mediante los cuales los vectores pueden ser
construidos, los métodos de transfecclén y los métodos de cultivo son bien
conocidos por los expertos en la técnica. A este respecto, se hace referencia a
"Current Protocols in Molecular Biology”, 1999, F.M. Ausubel (ed), Wiley
Interscience, New York y Maniantis Manual producido por Cold Spring Harbor
Publishing.

Las secuencias de ADN gue codifican la molécula de anticuerpo de la
presente invencién pueden ser obtenidas por métodos bien conocidos por los
expertos en la técnica. Por ejemplo, las secuencias de ADN que codifican
para parte o todas las cadenas livianas y pesadas de anticuerpo pueden ser
sintstizadas, seglin se desea, a partir de secuencias de ADN determinadas o

en base a las correspondientes sacuenclas de amino &cido.
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La codificacién de ADN para secuencias estructurales aceptoras esta
ampliamente disponible para los expertos en la tdcnica, y puede ser faclimente
sintetizada a base de sus sacuencias conocidas de amino &cidos.

Se pueden usar las técnicas estdndar de blologla molecular para
preparar secuenclas de ADN, codificando para la molécula de anticuerpo de
la presente invencibn. Las secuencias deseadas de ADN pueden ser
sintetizadas completamente o en parte usando las técnicas de sintesis de
oligonudeétido. La mutagénesis dirigida en sitlo y las técnicas de reaccién en
cadena de polimerasa (PCR) pueden ser usadas seg(n sea apropiado.

Cualquier sistema apropiado, huésped, célula/vector puede ser usado
para la expresidn de las secuencias de ADN que codifican la molécula del
anticuerpo de la presente invencion. Las bacterias, por ejemplo, E. coll, y otros
sistemas microbianos pueden ser usados, en parte, para la expresién de
fragmentos de anticuerpo tales como fragmentos Fab, di-(Fab modificado) y
F(ab’)., y especialmente fragmentos Fv, y fragmentos de anticuerpo de
cadena simple, por ejemplo, Fvs. Eukaryolic, de cadena simple, por ejemplo,
mamiferos, sistemas de expresion de células huésped se pueden usar para
produccién de moléculas mas grandes de anticuerpo, Incluyendo moléculas de
anticuerpo completas. Las células huésped de mamifero adecuadas Incluyen
células CHO, mieloma o hibridoma.

La presente invencién tamblén suministra un proceso para la produccién
de una molécula de anticuerpo de acuerdo a la presente invencién, que
comprende el cultivo de una células huésped, que comprenden un vector de

la presente Invencién bajo condiciones adecuadas para llevarle hacia la
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expresién de la protelna a partir del ADN que codifica la molécula de anticuerpo
de la presente invencién, y aislando la molécula de anticuerpo.
Preferiblemente, el proceso para la produccién de la molécula de
anticuerpo de la presente invencibn comprende, cultivar E. Coli que
comprende un vector de expresiéon de E. Coll, que comprende la secuencia
de ADN de la presente invencién bajo condiciones adecuadas para llevar
hacia la expresion de la proteina a partir de la secuencia de ADN Y aislando
la molécula de anticuerpo. La molécula de anticuerpo puede ser secretada a
partir de la célula o dirigirse hacia el periplasma por secuencias de sefial
adecuadas. Altemativamente, las moléculas de anticuerpo pueden
acumularse dentro del citoplasma de las células. Preferiblemente la molécula
de anticuerpo esta dirigida hacia el periplasma. Dependiendo de la molécula
del anticuerpo que ha sido producida y del proceso usado, es deseable
permitir que las moléculas de anficuerpo se redoblen y adopten una
conformacién funcional. Los procedimientos para permitir que las moléculas
de anticuerpo se redoblen son bien conocidas por los expertos en la técnica.
La moalécula de anticuerpo puede comprender solamente un polipéptido
de cadena liviana o pesada, en cuyo caso solamente un polipéptido de cadena
pesada o cadena liviana que codifique la secuencia necesita ser usado para
transfectar las células huésped. Para produccién de productos que
comprenden tanto cadenas pesadas como livianas, la linea de células puede
ser transfectada con dos vectores, un primer vector que codifica un polipéptido
de cadena liviana y un segundo vector que codifica un polipéptido de cadena

pesada. Alternativaments, ss puede usar un vector simple, el vector que
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incluye secuencias que codifican los polipéptidos de cadena liviana y cadena
pesada.

La presente invencién también suministra una composicién terapéutica
o de diagnéstico que comprende una molécula de anticuerpo de la presente
invencidn en combinacién con un excipiente, diluyente o portador
farmacéuticamente aceptable.

La presente invencién suministra también un proceso para la
preparaclén de un composicion terapéutica o de diagntstico que comprende la
mezcla de la molécula anticuerpo de la presente invenclon junto con un
excipients o portador farmacéuticamente aceptable.

La molécula de anticuerpo puede ser el (inico ingrediente activo en la
composicién terapéutica o de diagnéstico, o puede estar acompafiada por
otros ingredientes activos incluyendo otros ingredientes de anticuerpo, por
ejemplo células anti-T, anti-IFN gamma o anticuerpos antl-LPS, o ingredientes
no anticuerpos ial como xantinas.

Las composiciones farmacéuticas deben comprender preferiblemente
una cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo de la invencién. El
término “cantidad terapéuticamente efectiva™ segln se usa en |a presente se
refiere a una cantidad de un agente terapéutico necesario para tratar, mejorar
o prevenir una enfermedad o condicidn que es e! objetivo, o para mostrar un
efecto preventivo o terapéutico detectable. Para cualquier anticuerpo, la dosis
terapéuticamente efectiva se puede estimar iniciaimente ya sea en ensayos de
cultivo de células 0 en modelos animales, usuaimente en roedores, conejos,
perros, cerdos o primates. El modelo animal puede también ser usado para

determinar el rango de concentracion apropiado y la ruta de administracion.



Tal informacién luego puede ser usada para determinar dosis Utiles y rutas
para administracién en humanos.

La cantidad efectiva precisa para un sujeto humano dependera de la
gravedad del estado de la enfermedad, la salud general del sujeto, la edad, el
peso y el género del sujeto, la dieta, el iempo y fracuencia de administracién,
la combinacién{es) de droga, las sensiblidades de la reaccibn y la
iolerancia/respuesta a la terapia. Esta cantidad se puede determinar por
experimentacion de rutina y estd a criterio del clinico. Generaimente, una
dosis efectiva serd desde 0.01 mg/kg hasta 50 mg/kg, preferiblemente 0.1
mg/kg a 20 mg/kg, mas preferiblemente aproximadamente 15 mg/kg.

Las composiciones se pueden administrar individualmente a un paciente
o pueden ser adminisiradas en comblnacién con otros agentes, drogas u
hormonas.

La dosis a la cual la molécula de anticuerpo de la presents invenciéon es
administrada depende de la naturaleza de la condicién a ser tratada, el grado
en el cual el nivel de FCVE a ser neutralizado es, o espera ser, aumentado
sobre el nivel deseado, y sl la molécula de anticuerpo estd siendo usada
profilacticamente o para tratar una condicién existente. La dosis sera también
seleccionada de acuerdo a la edad y la condicién del paciente.

Asl, por ejemplo, donde el producto es para tratamlento o profilaxis de
una enfermedad inflamatoria crénica, tal como artritis reumatoidea, las dosis
adecuadas de la molécula de anticuerpo de la presente invencién caen en el
rango de entre 0.5 y 50 mg/kg, mas preferiblemente entre 1 y 20 mg/kg y mas
preferiblemente aproximadamente 15 mg/kg. La frecuencla de la dosis
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dependera de la vida media de la molécula de anticuerpo y la duracién de su
efecto.

Si la molécula de anticuerpo tiene una vida media corta (por ejemplo 2 a
10 horas) puede ser necesario dar una o0 més dosis por dla. Alternativamente,
si la molécula de anticuerpo tiene una vida media larga (por ejemplo, 2 a 15
dias) podria ser solamente necesario dar una dosis una vez al dia, por
semana o aln una vez cada 1 0 2 meses.

Una composicién farmacéutica puede también contener un portador
farmacéuticamente aceptable para administracién del anticuerpo. El portador
no debe inducir por sl mismo la produccién de anticuerpos dafiincs para el
individuo que recibe la composicibn y no debe ser téxico. Los portadores
adecuados pueden ser macromoléculas metabolizadas lentamente, grandes
tales como proteinas, polipéptidos, liposomas, polisacéaridos acidos
polilacticos, acidos poliglicdlicos, amino éacidos poliméricos, copolimeros de
amino 4cido y particulas de virus inactivo.

Se pueden usar las sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo
sales de acido mineral, tales como hidrocloruros, hidrobromuros, fosfatos y
sulfatos, o sales de &cldos orgénicos tales como acetatos, propionatos,
malonatos y benzoatos.

Los portadores farmacéuticamente aceptables en composiciones
terapéuticas pueden contener adicionalmente liquidos tales como agua, salina,
glicerol y etanol. Adicionaimente, las sustancias awdliares tales como agentes
humectantes o emulsificantes o sustancias amortiguadoras de pH, pueden
estar presentes en tales composiciones. Tales portadores permiten que las

composiciones farmacéuticas sean formuladas como tabletas, plidoras,
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grageas, cépsulas, liquidos, geles, jarabes, lechadas y suspensiones para
ingesta del pacientse.

Las formas preferidas de administracion incluyen formas adecuadas
para administracion parenteral, por alemplo, por inyecclén o Infusion, por
ejemplo por inyeccion de bolo o infusién continua. Donde el producto es para
inyeccion o infusion, este puede tomar la forma de una suspension, solucion,
o emulsién en un vehiculo aceitoso 0 acuoso y puede contener agentes de
formulacién tales como agentes de suspension, preservantes, estabilizantes
y/o dispersantes. Altemnativamente, la molécula de anticuerpo puede estar en
forma seca, para reconstitucibn antes de su uso con un liquido estéril
aproplado.

Una vez formuladas, las composiciones de la invenciéon pueden ser
administradas directamente al sujeto. Los sujetos a ser tratados pueden ser
animales. Sin embargo, es preferible que las composiciones se adapten para
administracién a sujetos humanos.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion ‘pueden ser
administradas por cualquier nimero de rutas Incluyendo, pero no limitado a,
rutas oral, intravenoso, intramuscular, Intraarterial, intramedular, intratecal,
intraventricular, transdérmico, transcutaneo (por ejemplo, ver WO 98/20734),
subcutineo, intraperitoneal, Intranasal, entérico, tépico, sublingual, intravaginal
o rectal. Pueden ser también usados los hipoatomizadores para administrar las
composiciones farmacéuticas de la invenciéon. Tiplcamente, las composiciones
terapéuticas pueden ser preparadas como Inyectables, ya sea como

soluciones o suspensiones liquidas. Tamblén se pueden preparar las formas



sblidas adecuadas para solucidn en, o suspensién en, vehiculos liquidos antes
de la inyeccién.

La entrega directa de las composiciones se lograria generalmente por
inyeccién, subcutdneaments, intraperitonealmente, intravenosamente, o
intramuscularmente o entregado al espacio intersticlal de un tejido. Se pueden
también administrar las compaosiciones dentro de una lesién. El tratamlento de
dosificacién puede ser un esquema de doslficacion Unica o un esquema de
dosificacién maltiple.

Se apreciard que el ingrediente activo en la composicién serd una
molécula de anticuerpo. Como tal, serd susceptible para degradaclén en el
fracto gastrointestinal. Asl, si la composicion es para ser administrada
mediante una ruta usando el tracto gastrointestinal, la composicién necesitara
contener agentes que protegen el anticuerpo de la degradacién pero que
liberan el anticuerpo una vez que ha sido absorbido desde tracto
gastrointestinal.

Una discusion completa de portadores farmacéuticamente aceptables
estd disponible en Remington’s Pharmaceuticals Sclences (Mack Publishing
Company, N.J., 1891).

También se considerd que el anticuerpo de la presente invencion sera
administrado mediante uso de la terapia de genes. Para lograr esto, las
secuenclas de ADN que cadifican las cadenas livianas y pesadas de la
molécula de anticuerpo bajo el control de los componentes de ADN aproplados
son introducidas dentro del paciente, de tal manera que las cadenas de
anticuerpos se expresan a partir de las secuencias de ADN y se ensamblan in

situ.
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La presente invenclén también suministra la molécula de anticuerpo de
la presente invencién para uso en el tratamiento de una enfermedad en la cual
esta implicado el FCVE y/o RDQ.

La presente invenclébn suministra ademés el uso de la molécula de
anticuerpo de acuerdo a la presente invencién, en la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento en el cual estd implicado el FCVE y/o RDQ.

La molécula de anticuerpo de la presente invencidn puede ser usada en
cualquier terapla donde es deseable reducir el nivel de RDQ blolégicamente
activo, presente en el cuerpa humano o animal. El FCVE puede circular en el
cuerpo o estar presente en un nivel alto Indeseable localizado en un sitio
particular del cuerpo.

Por ejemplo, el FCVE (y por lo fanto RDQ) ha sido implicado en un
nimero de condiciones patolégicas incluyendo inflamacién, psoriasis, artritia
reumatoidea y crecimiento de tumores y metdstasls.

La presente invencién también suministra un método para tratar sujetos
humanos o animales que sufren de o estan en riesgo de un trastomo en el cual
el FCVE y/o RDQ esta implicado, comprendiendo e! método la administracién
a un sujeto de un cantidad efectiva de la molécula de anticuerpo de la presents
invencién,

La molécula de anticuerpo de la presente invenclon puede también ser
usada en el diagnéstico, por ejemplo en el diagnéstico in vivo y representando
los estados de enfermedad que involucran niveles elevados de RDQ.

La presente invencién se describe ademéas a manera de lustracion
solamente en los sigulentes ejemplos que se refleren a las Figuras que se

acompafian, en los cuales:
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La Figura 1 muestra las secuencias de RDC de las V regiones de
cadena pesada Y liviana del gen de anticuerpo monocional de ratén (SEC. ID.
NOS: 1-8)

La Figura 2 muestra la secuencia de proteina del anticusrpo monocional
de ratén VR165, dominios VH y VL (SEC. ID. No. 7 y SEC. ID. No. 8).

La Figura 3 muestra las secuencias de proteina de la V-regién escogida
como esiructuras aceptoras de linea germinal humana. La GL VH3-7 es una
Iinea germinal humana del gen VH (SEC. ID. No. 9). La GL A30 se refiere a la
secuencia de llnea germinal VL humana del gen A30 (SEC. ID. No. 10). En
cada caso la secuencia de llnea germinal de la estructura 4 se suministra
mediante la linea germinal humana JH4 y JK1 respectivamente.

La Figura 4, muesira la secuencia de amino écido y nucleétido de la
cadena liviana Fab CDP791 (SEC. ID. No. 11 y SEC. ID. No. 13).

La Figura 5, muestra la secuencia de amino &cido y nuclebtido de la
cadena pesada Fab CDP791 (SEC. ID. No. 12 y SEC. ID. No. 14).

La Figura 6 muestra la estructura de un fragmento Fab modificado
derivado del anticuerpo enlazado covalentemente VR165 mediante un residuo
cistelna a un enlace lisii-maleimida, donde cada grupo amino en el residuo lisil
esta covalentements enlazado al mismo un residuo PEG metoxi donde n es
aproximadamente 420;

La Figura 7 muesﬁ las secuencias de proteinas para los genes de
dominio VH y VL de la RDC injertada optimizada (SEC. ID. No. 15y SEC. ID.
No. 16).

La Figura 8 muesira el plasmido pTTOD optimizado (CDP791) que

contiene la variante IGS-2 entre los Injertos gL3 y gH3.
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La Figura 8 muestra la secuencia de proteina de los injertos VH y VL
designados (gH1-3 y gL1-3, SEC. ID. Nos 17-22). El injerto gH1 contiene
residuos estructurales no murinos. El injerto gHZ contiene residuos murinos
en las posiciones 77 y 93 (numeracién de Kabat). Tanto T como S son
comunes en las secuencias de linea germinal humana en la posicién 77, asl la
inclusién de T es alin consistente con un residuo humano. ElV en la posicién
93 es probablemente importante en la interfase VH/VL. La inclusién de los
residuos humanos en 60 y 62 representa los camblos para la porcion C-
terminal de RDC-H2. El injerto gl2 contiene residuos murinos en las
posiclones 60, 66 ,69 , 70 y 71 (numeracién Kabat). El injerto gL3 contiene
residucs murinos adicionales en las posiciones 36 y 44.

La Figura 10 muesira el diseflo genes que codifican los injertos gH1 y
g1 (SEC. ID. No. 23y SEC. ID. No. 24).

La Figura 11 muestra los oligonucleétidos usados para ensamblar los
genes que codifican para los injertos gL1y gH1 (SEC. ID. Nos: 25-40).

La Figura 12 muestra los plasmidos de pCR2.1 (gH1) y pCR2.1 (gL1)
que contiene los injertos gH1 y gL 1, respectivamente.

La Figura 13 muestra cartuchos de oligonucledtidos usados en la
construccion de injertos gH2, gH3, glL.2 y gL.3 (SEC. ID. Nos. 41-44).

La Figura 14 muesira los pares de oligonudeétidoa usados en la
construccién de injertos gH2, gH3, glL.2 y gL3 (SEC. ID. Nos. 45-52).

La Figura 15 muestra plasmidos pGamma 4 y pMR 10.1 dentro de los
cuales los injertos VH y VL, respectivamente, se sub clonaron para permitir la

- expresién de lineas de células CHO.
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La Figura 16 muestra el plasmido de expresion pTTOD Fab“ de E. coll
en este caso conteniendo la secuencia 1GS-3.

La Figura 17 muestra la secuencla de nucledtido de las tres regiones
IGS probadas (SEC. ID. Nos: 53-55).

La Figura 18 muestra los resultados de la comparacién de fermentacion
de Fab de la ejecuciéon de IGS.

La Figura 19 muesira la codificacion y la secuencia de flanqueo del
fragmento Fab’ CDP791 (SEC. ID. No. 58).

La Figura 20 muestra los resultados de radioinmunoensayo en los
cuales los fragmentos de anticuerpo se prueban para bloqueo del enlace del
FCVE a RDQ.

La Figura 21 muesira la secuencia de amino écido de la cadena pesada

entera del anticuerpo monaclonal derivado de VR165 injertado a gH3.

EJEMPLOS
Produccién y selecclén de Anticuerpo Monocional

Un programa de inmunizacién local se inicid para seleccionar un
anticuerpo para RDQ humana que bloquee potentemente la interaccién con su
ligando FCVE. Se Inmunizaron los ratones con una variedad de inmundgenos
incluyendo células CHO transfectadas con un RDQ humano de longitud
completa, proteinas de fusidn humanas purificadas Fc de RDQ humano y
ADN que codifico estas protelnas de fusion. De un total de 19 fusiones de
animales inmunizados con inmunégenos de células/proteinas y 4 fusiones a
partir de animales inmunizados con ADN, aproximadamente 23,000 pocillos

se probaron en un formato primario de ELISA, para unirse al dominlo 7
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humano de RDQ-Fc. Luego se sometieron aproximadamente 800 anticuerpos
a una Investigacién secundaria, un radiolnmuncensayo que media el bloqueo
del FCVE 125-l, uniéndose al dominio 7 humano RDQ-Fc. Una tercera
investigacion midid el bloqueo de la libracién del factor estimulado por FCVE
a partir de las células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVECs). A
partir de esta cascada de Investigaciones, se selecciond el anticuerpo VR165
(no se muestran datos).
Clonaclén del Gen de VR185

Se prepard el ARN a partir de las células de hibridoma que expresan el
VR165 y fue transcrito en reversa a ADN. Luego esto fue usado como un
modelo para una serie de reacciones de PCR para amplificar las secuencias de
las V-reglones. Los grupos iniciadores degenerados disefiados para
fortalecer dentro de las secuenclias de sefial de la cadena pesada y liviana
conservadas, se usaron como iniciadores de adelanto, mientras que los
iniciadores que codificaban la unién de estructura 4/regién C sirvieron como
Iniciadores de reversa. De esta manera, los genes de la V-regién tanto de la
cadena pesada como liviana se amplificaron y luego se clonaron y
secuenciaron. Las secuencias de ADN se tradujeron para dar la secuencia de
aminoacido de la V-regién de VR165 que fue verificada por referencia a la
secuencia de protelna determinada por la secuenciacién N-terminal. Los genes
de la V-region murinos fueran luego subclonados dentro de los vectores de
expresion pMR10.1 y pGamma-4. [Estos son vectores separados para
expresion de la cadena liviana y pesada respectivamente, contenlendo el

ADN genémico que codifica los genes de la regién constante para la cadena
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liviana kappa humana y la cadena pesada gamma-4. La co transfeccion
dentro da las células CHO genera el anticuerpo VR165 quimérico.
Disefio de secuenclas Injertadas RDC

El VR165 fue Injertado a RDC en estructuras humanas para reducir la
inmunogenicidad potenclal y para facilitar la expresion de E. coli. Las
estructuras aceptoras de la llnea germinal humana se escogieron a partir del
subgrupo VHIll y VLI. La estructura aceptora de cadena pesada es la
secuencia de linea germinal humana VH3-7, con la estructura 4 que viene
desde esta porcidn de la linea germinal JH4 de la regién JH humana. La
estructura aceptora de la cadena liviana es la secuencla de la linea germinal
humana A30, con la estructura 4 que viene desde esta porcion de la linea
germinal JK1 de la regi6n JK humana. El alineamiento muestra que existen 15
diferencias de estructuras entre las cadenas pesadas aceptoras y donadoras.
En cada una de estas posiclones se hizo un anélisis del potencial de ese
residuc para contribuir a la unibn de antigeno; si se considera importante el
residuo donador murino se retuvo. El alineamiento de cadena liviana muestra
que existen 24 diferencias de estructura entre las secuencias de donador y
aceptor. Se analizd nuevamente el potencial del reslduo murino para
contribuir a la unién del antigeno. De esta manera, se disefiaron tres injertos
VH y tres injertos VL (Figura 8, SEC. |D Nos. 17-22). En cada caso el injerto 1
representa un Injerto sin los residuos de estructura murina. Los injertos 2y 3
contienen residuos de estructura murina en las posiciones mostradas. El
injerto gH3 también contiene residucs humanos adicionales en el extremo C-
terminal de RDC-H2. Esta porcién de la RDC no es una superficie de unién al

antigeno. Se diseflaron los genes para codificar lag secuencias injertadas,
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usando codones frecuentemente usados en los genes de E. coll y evitando los
codones de E. coll "raros” (Wada y otros, Nucl. Acids Res., 19, 1981-86,
1991). Se Introdujeron los sitios de restriccién dentro de la secuencia de ADN
a intervalos, para facilitar la manipulacién genética adicional. La Figura 10
muestra el disefio de genes para gH1 y gL1 (SEC. ID. No. 23 y SEC. ID. No.
24). Los oligonucleétidos usados para construir los genes se muestran en la
Figura 11 (SEC. ID. Nos: 25-40).
Construccién de genes para secuencias Injertadas

Se empled una técnica de ensamblaje de PCR para construir genes de
V-regién gH1 y gL 1 injertados a RDC. Se colocaron volimenes de reaccion de
100 ul que contienen Tris-HCI 10 mM pH 8.3, MgCl> 1.5 mM, KCI 50 mM,
gelatina 0.001%, trifosfato deoxiribonuciedsido de 0.25 mM cada uno,
inicladores “internos” de 1 pmol cada uno (F2, F3, F4, R2, R3, R4), inicladores
"externos® de 10 pmol cada uno (F1, R1) y una unidad de polimerasa Taq
(AmpliTaqg, Applied Blosystems, catélogo no. N8D8-0171). Los parémetros del
ciclo de PCR fueron 84°C para un minuto, 55°C para un minuto, y 72°C para un
minuto, para 30 ciclos. Los productos de reaccién se corrieron luego en un gel
de agarosa 1.5%, se cortaron y recuperaron usando columnas rotatorias
QIAGEN (kit de gel de extraccion QlAquick , cat. No. 28706). Se eluyd el ADN
en un volumen de 30 ul. Luego se clonaron allicuotas (1 ul) del ADN de gH1 y
gL1 en de un vector de clonacién InVitrogen TOPO TA pCR2.1 TOPO
(catalogo No. K4500-01) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Este
vector de no expresion sirvib como un Intermediario de clonacléon para facilitar
la secuenciacién de un gran nimero de clcnes. La secuenciaclén de ADN

usando iniciadores especificos de vector, se usd para identificar los clones
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correctos que contienen gH1 y gL 1, creando plésmidos pCR2.1 {gH1) y pCR2.1
(gL1) {ver Figura 12).

Un método de reemplazo de cartucho de oligonucledtido se usé para
crear los injertos humanizados gH2 y gL.2. La Figura 13 muestra el disefio de
los cartuchos de oligonucleétidos (SEC. ID. No. 41 y SEC. ID. No. 43). Para
construir cada variante, se corto el vector (pCR2.1 (gH1) o pCR2.1(gL1)) con
las enzimas de restriccibn mostradas (Figura 13, sitlos de restriccion
subrayados), el fragmento de vector largo fue purificado en gel a partir de
agarosa y $e uso en unién con el cartucho de oligonucleétido. La Figura 14
muesira las secuencias de los oligonucledtidos usados en los cartuchos (SEC.
ID. Nos: 45-46 y SEC. ID. Nos. 49-50). Se reforzaron los pares entre ellos,
mezclando a una conceniracion de 0.5 pmoles/ul en un volumen de 200 ul que
contlene 12.5 mM de Tris HCI pH 7.5, MgCl2 2.5 mM, NaCl 25 mM, ditioeritritol
0.25 mM y calentando a 85°C por 3 minutos en un bafio de agua (volumen 500
ml), luego dejando enfriar lentaments a temperatura ambiente. El cartucho de
oligonucleétido reforzado fue luego diluido dlez veces en agua antes de la
unién en del vector de corte apropiado. La secuenciacién de ADN se usé para
confirmar la secuencia cormecta, creando plasmidos pCR2.1 (gH2) y pCR2.1
(gL2).

Las variantes gH3 y gl.3 se construyeron sn una forma similar a partir
de gH2 y gl.2. Los cartuchos y oligonucledtidos se mostraron en las Figuras 13
y 14 (SEC. ID. No. 42 y SEC. ID. No. 44, SEC. ID. Nos. 47-48 y SEC ID Nos:
51-52). La construccién de gL.3 requirié de una estrategia modificada debido a
la existencia de sitios Pvul en el esqueleto del vector pCR2.1. La separacion

de pCR2.1(gL2) con Aatll y Sful credé una molécula de vector dentro de la cual
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se ligb el cartucho Pvul-Aatll reforzado més un fragmento Sful-Pvul del par
base 225, también preparado a partir de pCR2.1 (gL2). La secuenclacién de
ADN se uso para confirnar la secuencia correcta, creando plasmidos pCR2.1
(gH3) y pCR2.1 (gL3).

Cada uno de los tres injertos de cadena pesada fue luego subclonado
en del vector de expresion pGamma-4 como fragmentos Hindlll-Apal. Cada
uno de los tres injertos de cadena liviana fue subclonado en el vector de
expresion de cadena liviana pMR10.1 como fragmentos Sful-Bsi WI. La Figura
15 muestra mapas de estos vectores de expresidn. Los anticuerpos fueron
expresados temporaimente mediante co transfeccién en células CHO. Todas
las combinaciones de la cadena injertada y cadena quimérica se expresaron y
se compararon contra el anticuerpo quimérico doble.

La unibn se evalud en un ELISA de unibn a RDQ, en un
radioinmunoensayo de la inhibicién del FCVE marcado unido a RDQ y en un
ensayo BlAcore de unién a RDQ. Todas la formas injeriadas se ejecutaron
bien en el ELISA y el radioinmunoensayo, mostrando actividad similar a la
quimérica. A partir del analisis BlAcore, se seleccion6 el gL3gH3 del injerto
como el éptimo (no se muestran los datos) y de aqul en adelante se denomina
como g165.

Construcclén del plasmido pTTOD

El plasmido pTTO-1 se construyé como sigue:
(a) Reempl | poll enlazador del pTTQY

El plasmido pTTQS se obtuvo a partir de Amersham. Se digiri6 una
alfcuota (2 ug) con enzimas de restriccién Sall y EcoRl, el digerido se corrié en

un gel de agarosa 1% y se purificd el fragmento largo de ADN (4520 bp). Se
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sintetizaron dos oligonucledtidos que, cuando se reforzaron entre ellos,
codificaron la region polienlazadora OmpA. Esta secuencia tiene extremos
cohesivos que son compatibles con los extremos Sall y EcoRI generados por
restriccibn de pTTQ9. Clonando este "cartucho” de oligonucledtido en el
vector pTTQ9, el sitio Sall no se regenera, pero el sitio EcoRI se mantiene. El
cartucho codifica los 13 primeros aminoécidos de la secuencia de sefial de la
proieina de membrana externa de E. coli 6mp—A, precedida por el sitio de
unién del ribosoma Shine Dalgamo del gen OmpA. Ademas estén presentes
los sitios de restriccion para enzimas Xbal, Munl, Styl, y Spll. Los sitios Munl y
Styl estan dentro de la regién de codificacién de la secuencia de sefial OmpA y
se proponen como los sitios de clonacién 5° para Insercién de genes. Los dos
oligonucledtidos que hacen este carfucho se reforzaron entre sllos por la
mezcla & una concentracién de 5 pmoles/ul y calentando en un bafio de agua
a 95°C por 3 minutos, luego enfriando lentamente a temperatura ambiente. La
secuencia reforzada fue luego ligada en Sall/EcoRl corte pTTQ9. El
intermediario plasmido resultante, nombrado como pTQOmp, se verificO por
secuenclaclén de ADN.

(b) Preparacién y ligamento del Fragmento

Se construyé el plasmido pTTO-1 ligando un fragmento de ADN del
plasmido pACYC184 a dos fragmentos generados a partir de pTQOmp. El
plasmido pACYC184 se obtuvo de New England Biolabs. Se digiri6 una
alicuota (2 ug) hasta completar la enzima de restriccion Styl, luego se tratd
con Mung Bean Nuclease, este tratamiento creé extremos romos mediante la
poda de las sallentes de base §5°. Después de la extraccién de fenol y la

precipitacién de etanol, se restringié6 el ADN con la enzima Pvull, generando
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fragmentos de 2348, 1081, 412 y 403 bp. El fragmento 2348 bp se purificé
después de la electroforesis en gel de agarosa. Este fragmento codificd el
marcador de resistencia a la tetraciclina y el origen de replicacion p15A. Luego
se tratd el fragmento con fosfatasa alcalina de intestino de cabra para retirar los
fosfatos de terminal 5°, previniendo con ello la auto unién de esta molécula.

Se digirié una alicuota (2 ug) del plasmido pTQOmMp con enzimas Sspl y
EcoR|, y el fragmento 2350 bp se purificé a partir de fragmentos no deseados
de 2040 bp y 170 bp, seguido por I|a electroforesis en gel de agarosa, este
fragmento codificd la regién terminal transcripcional y el gen laclq. Se digirié
otra allcuota (2 ug) de pTQOmp con EcoRI y Xmml, generando fragmentos de
2289, 1870, 350 y 250 bp. El fragmento 350 bp que codifica el promotor tac,
la secuencia de sefial OmpA y el sitio multiclonacién se purificaron en gel.

Los tres fragmentos fueron luego ligados, usando aproximadamente
cantidades equimolares de cada fragmento, para generar el plasmido pTTO-1.
Todas las uniones de clonacion se verificaron por secuenciacion de ADN,

(c)  Produccién del plgsmido pTTOD

El plésmido pTTOD se derivé del pTTO-1 mediante retiro de los sitios
de restriccidn del esqueleto para Pvull (3 sitios), EcoRV (2 sitios) y Apal (1
sitio). Estos cambios se hicieron para simplificar las estrateglas de codificacién
Fab’. Al hacer estos cambios la secuencia de protelna de codificacién del gen
laclq y el gen a la resistencia a la tetraciclina no fue alterado, sin embargo los
camblos "silenciosos” se hicieron a nivel de ADN. Se usd una estrategia de
PCR, en la cual los iniciadores llevando cambios "silenciosos® que
remavieron estos sitios de restriccion fueron designados y usados para

amplificar las secciones del plédsmido matriz (pTTO-1). Los sitios de restriccion
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de flanqueo (no alterados) fueron luego usados para reemplazar las
secuencias en el plasmido matriz con estas secuencias modificadas. Mediante
este proceso de multi-etapa se crad el plasmido pTTOD. La transferencia de
los genes Fab" existentes en la molécula PEGilada de vector, se muestra en
la Figura 6. Alternativamente, la reaccion del Fab activado con bis-maleimida
(mPEG)-lisll segin se describe en EP-A-1090037 rinde un di-(Fab
modificado) PEGilado, de aqul en adelante denominado como DFM.
Actlvidades BlAcore de fragmentos PEGIlados y puros

El dominio 7lg humano del RDQ humano fusionado a la Fc humana se
capturd en un chip recublerto con anti-F¢, Yy los varios fragmentos del
anticuerpo Injertado a CDR g165 y el anticuerpo matriz murino VR165 fueron
omitidos para permitir la determinacién de la afinidad. La tabla de més abajo
resume los resultados obtenidos. En este formato de ensayo existe una
ventaja de divalencla, segln se muestra por los rangos mas bajos (Kd) de las
especies divalentes. La afinidad del DFM injertado es muy similar a la IgG
murina, con el DFM-PEG mostrando una reduccién menor de afinidad. La KD
de la molécula DFM-PEG g165 es aproximadaments 4 x 10™'' M en este
ensayo.

Tabla 1: Actlvidades BlAcore de los fragmentos PEGIlados y puros

a-RDQ K8 Kee™ Kpe™
DFM 216 0.64 0.29
DFM-PEG40 155 0.64 0.41
migG 19.8 0.60 0.30
FAB 138 124 9.1
FAB-PEG40 11.0 118 107

i




Radloinmunoensayo _

La capacidad de los fragmentos para bloquear el FCVE que se une a
RDQ se midi6 en un radioinmunoensayo. El anti Fc policlonal se usé para
capturar el dominio 7 Ig fusionado a la RDQ para Fc humano en un plato de
microtitulacién, se afiadid el anticuerpo o fragmento, seguido por FVCE-185
marcado con 125-l. Los resultados de este ensayo se muestran en la Figura
20. Nuevamente en esie ensayo se noia que existe una ventaja de
divalencla, demostrada por su ejecucién de bloqueo superior del DFM sobre el
Fab’. La construccion de DFM-PEG muestra una reduegién menor de la
actividad comparada con el DFM puro, como se vib en el estudio BlAcore.
Ensayos basados en células

La molécula g164 DFM PEG también demaostré la actividad en ensayos
basados en células. Su capacidad para bloquear la estimulacién del FCVE
de RDQ se demostré mediante la inhibicion de la liberacién del factor de tejido
mediante células endoteliales de vena umbilical humana (ver Clauss y otros, J.
Biol. Chem., 271, 17629-17634, 1996), También se demosiré la actividad
mediante la inhibicién del FCVE mediado por la movilizacién de Ca®* en
células endoteliales microvasculares humanas (ver Cunningham y otros, Am.
J. Physiol., 278, C176-181, 1999),

Se entenderd que los ejemplos amriba descritos son meramente
ejemplificadores, y no limitan el alcance de la presente invencion segin se

define en las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES:

1.- Una molécula de anticuerpo que tiene especificidad para RDQ
humano, que comprende una cadena pesada, donde el dominio variable
comprende una RDC que tiene la secuencia dada como H1 en la Figura 1
(SEC. ID. No. 1) para RDCH1, como H2 en la Figura 1 (SEC. ID No.2) o como
H3 en Figura 1 (SEC. ID. No 3) para RDCH3.

2- Una molécula de anticuerpo que tiene especificidad para RDQ
humano, que comprends une cadena liviana, donde el dominio variable
comprende una RDC que tiene la secuencia dada como L1 en la Figura 1
(SEC. ID. No. 4) para RDCL1, como L2 en la Figura 1 (SEC. ID No.5) para
RDCL2, o como L3 en Figura 1 (SEC. ID. No 6) para RDCL3.

3- La molécula de anticuerpo de le reivindicacibn 1 o la
reivindicaclén 2, que comprende una cadena pesada donde el dominio variable
comprende un RDQ que tiene la secuencia dada en la SEC. ID. NO. 1 para
RDCH1, SEC. ID. No. 2 para RDCH2 o SEC. ID. No. 3 para RDCH3, y una
cadena liviana donde el dominio variable comprende una RDC que tiene la
secuencia dada en la SEC. ID. No. 4 para RDCL1, SEC: ID. No. 5 para RDCL2,
o SEC: ID. No. 6 para RDCL3.

4.- La molécula de anticuerpo de la relvindicacién 3, que comprende
la SEC. ID. NO. 1 para RDCH1, SEC. ID. No. 2 para RDCH2 o SEC. ID. No. 3
para RDCH3, SEC. ID. No. 4 para RDCL1, SEC: ID. No. 5 para RDCL2, o
SEC: ID. No. 6 para RDCL3.

5.- La molécula de anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1

a 4, que es una molécula de anticuerpo Injertada a RDC.



6.- La molécula de anticuerpo de la reivindicacion 5, donde el
dominlo variable comprende las regiones estructurales aceptoras humanas y
RDC donantes no humanas. _

7.~ La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 6, donde las
regiones estructurales aceptoras humanas del dominio variable de la cadena
pesada se basan en una secuencia de estructura de grupo 3 de linea germinal
humana y comprende residuos de donador no humano en las posiciones 77 y
83.

8.- La molécula de anticuerpo de la relvindicacién 68 o relvindicacién
7. donde las regiones estructurales aceptoras humanas del dominio variable
de la cadena liviana se basan en una secuencia de estructural de grupo 1 de
linea germinal humana y comprende residuos de donador no humno en las
posiciones 36, 44, 60, 66, 89, 70y 71.

9.- La molécula de anticuerpo de cuaiquiera de las reivindicaciones 1
a 8, que comprende |a regién variable de cadena pesada gH3 (SEC: ID. NO.
15) y la regién variable de cadena liviana gL3 (SEC: ID. No. 16).

10.- La molécula de anticuerpo de cualquiera de [as reivindicaciones 1
a 9, que es un fragmento Fab.

11.- La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 10, que es un
fragmento Fab que comprende una cadena liviana que tiene la secuencia dada
en la SEC. ID. No. 11 y una cadena pesada que tiene la secuencia dada en la
SEC. ID. No. 12.

12.- La molécula de anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1

a 8, que es un fragmanto Fab modificado que tiene un extremo C-terminal de
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sus uno o mas aminoacidos de cadena pesada para permitir la unién de una
molécula efectora o reportera.

13.- La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 12, donde los
aminoécidos adicionales forman una regién de arficulacibn modificada que
contiene uno o dos residuos cistelna, a la cual pusde estar unida la molécula
efectora o reportera.

14.- La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 12, que es un
fragmento Fab modificado o di Fab que comprende una cadena liviana que
tiene la secuencia dada en la SEC. ID. No. 11 y una cadena pesada que tiene
la secuencia dada en la SEC. ID. No. 12.

15.- Una molécula de anticuerpo que tiene especificidad para RDQ
humana, que tlene una cadena liviana que comprende la secuencia dada en
la SEC. ID. No. 11.

16.- Una molécula de anticuerpo que tiene especificidad para RDQ
humana, que tiene una cadena pesada que comprende la secuencia dada en la
SEC: ID. No. 57.

17.- Una molécula de anticuerpo que tiene especificidad para RDQ
humana, que tiene la cadena liviana que comprende la secuencia dada en la
SEC. ID. No. 12 y una cadena pesada que comprende la secuencia dada en la
SEC. ID. No. 57.

18.- Una variante de la molécula de anticuerpo de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 17, que tiene una afinidad mejorada para RDQ.

18.- La variante de la relvindicacién 18, que es obtenida mediante un

pratocolo de maduracion de afinidad.
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20.- El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que es
un anticuerpo VR165 monoclonal anti RDQ murino.

21.- La molécula de anticuerpo de cualquiera de las relvindicaciones 1
a 4, que es una molécula de anticuerpo quimérico que comprende los
dominios variables de cadena liviana y pesada del anticuerpo monoclonal de la
relvindicacién 26.

22.- Un compuesto que comprende la molécula de anticuerpo de
cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, que tlene covalentemente
enlazadas a un amino écido en, o hacia el extremo C-terminal de su cadena
pesada, una molécula efectora o reportera.

23.- El compuesto de Ila reivindicacion 22, que comprende una
molécula efectora.

24 - El compuesto de la relvindicacién 23, donde la molécula efectora
comprende uno 0 mas polimeros.

25.- El compuesto de la reivindicacion 24, donde el uno o mas
polimeros es/son un polimero polielquileno, pollaiquenileno, o polioxialquileno
de cadena recta o0 ramificada opcionalmente sustituida o un polisacérido
ramificado o no ramificado.

26.- El compuesto de la reivindicacion 25, donde el uno o més
polimero es/son un metoxipoli(etilenoglicol).

27.- Un compuesto que comprende la molécula de anticuerpo de la
reivindicacidén 12, que tiene unido a uno de los residucs de cisteina en el
extremo C-terminal de la cadena pesada, un grupo lisil-maleimida o lisil bis

maleimida, donde cada grupo amino del residuc lisi! tiene covalentements
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enlazado a él un residuo metoxipoli(etilenoglical) que tiene un peso molecular
de aproximadamente 20.000 Da.

28.- Una secuencia de ADN que codifica la cadena pesada y/o liviana
de la molécula de anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21.

29.- Un vector de clonacion o expresion que contiene la secuencia de
ADN de la reivindicacion 27.

30.- Un vector de expresiéon de E. coli, que comprende la secuencla
de ADN de la relvindicacién 27.

31.- El vector de expresién de E. coli de la reivindicacion 30, que es
pTTOD(CDP791).

32.- Una célula huésped transformada con un vector de cualquiera de
las relvindicaciones 20 a 31.

33.- Un proceso para la produccién de la molécula de anticuerpo de
cualquiera de las reivindicaclones 1 a 21, que comprende el cultivo de la célula
huésped de la relvindicacién 32 y el aisiamiento de la molécula de anticuerpo.

34.- Un proceso para la produccién de la molécula de anticuerpo de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, que comprende el cultivo de E. coli,
que comprende un vector de expresion E. coll, que comprende la secuencia
de ADN de cualquiera de las reivindicaciones 29 a 31 y el aislamiento de la
molécula de anticuerpo.

35.- El proceso de la reivindicaclon 34 donde la molécula de
anticuerpo esta dirigida al periplasma.

36.- Una composicién terapéutica o de diagndstico que comprende la
molécula de anticuerpo de cualquiera de las reivindicaclones 1 a 21, o el

compuaesto de cualquiera de las relvindicaciones 23 a 27.
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37.- La molécula de anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1
a 21, que tiene especificidad para RDQ humana, o el compuesto de cualquiera
de las reivindicaciones 23 a 27, para uso en el tratamiento de una patologia en
la cual estan implicados el FCVE y/o RDQ.

38.- La molécula de anticuerpo o el compuesto de la reivindicacién
37, para uso en el tratamiento de inflamacion, psoriasis, artritis reumatoidea y
crecimiento de tumores o metastasis.

39.- El uso de la molécula de anticuerpo de cualquiera de las
relvindicaciones 1 a 21, que tiene especificidad para RDQ humano, o el
compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 23 a 27 en la fabricacién de
un medicamento para el tratamiento de una patologla en la cual estan
implicados el FCVE y/o RDQ.

40.- El uso de la reivindicacién 38, donde [a patologia es inflamacion,
psoriasis, artritis reumatoidea y crecimiento de tumores o metéstasis.

41.- El vector pTTOD(CDP791)segin se muestra en la Figura 8.



RESUMEN

La presente Invencién se reflere a una molécula de anticuerpo que tiene
especificidad para determinantes antigénicos del receptor que contiene el
dominio insertado de quinasa humana (RDQ). La molécula de anticuerpo se
une al RDQ con mayor afinidad que con el factor de crecimiento endotelial
vascular humano FCVE, y previene la interaccion entre FCVE y RDQ. La
presente invencién también se reflere a los usos terapéuticos de la molécula de

anticuerpo y a los métodos para producir la molécula de anticuerpo.
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Figura 1: Secuencla de RDC de VR165
Cadena Pesada

H1 SYGMS (SEC. ID. NO. 1)
H2 TITSGGSYTYYPDTVKG (SEC. ID. NO. 2)
H3 IGEDALDY (SEC. ID. NO. 3)
Cadena Liviana

L1 RASQDIAGSLN {SEC. ID. NO. 4)
L2 ATSSLDS (SEC. ID. NO. 5)

L3 LQYGSFPPT (SEC. ID. NO. 6)
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Figura 2: Secuencia de Dominlos variables de protelna de anticuerpo
VR185 monoclonal de ratén.

Cadena Pesada (SEC. ID. NO.7)

VR165 EVOLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFTFSSYGMSWVRATPOKRLOWVATITSOGSYTYYPDTVKG

VR165 RFTISRDNAENTLYLOMSSLKSEDTAMYYCVRIGEDALDYWGQGTSVIVES

Cadena Liviana (SEC. ID. NO. 8)
VR185 DIQMTQSPSSLSASLGERVELTCRASQDIAGSLNWLRQEPDGTIKRLIYATSSLDS

VR185 GVPKRFSGSRSGSDYSLTISSLESEDFVDYYCLQYGSFPPTFOGASKLEIKR
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Figura 3: Comparaclén de la V-regién de VR165 con V-regiones de
estructura escoglida

SEC. ID. NO. 8: V-Regién VH3-7 GL

VH3-7 GL EVDLVESGGGLVG’GGSLI:MHFSSYWMBWRO?PGKBLEWVMIKQDGSEKYWDSVKG
o1 LR
VR18S EVOLVESGADLVKPGGSLIASCAABGFTFSSYG MSWVRQTPDK RLOWVATITSGGSYTYYPDTVKG

VH3-7 GL RFI"IGRDNA:‘INIISLYLQHINSLIRIAEUTAWYCAlH weusnl.wvss
1
VR163 RFTIBRDNAENTLYLOMSSLKSEDTAMYYCVRIGEDALDYWOQGTSVTVSS

SEC. ID. NO. 10: V-Regién A30 GL

A3 OL DiQ WG?WWWIMDLWWM
111

VR185 DIQMTQSPSSLSAS LGERVELTCRABQDIAGSLNWLROQEPOGT IKRLIYATSSLDS

A GL GVPSRF30SGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLQHNSYP FGQOATKVEIKR
l UL 1 ] 111
VR185 GVPKRFSGSRSGEDYSLTISSLESEDFVDYYCLQYGSFPPTFOAGSKLEIKR
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Cadena Liviana, Incluyendo secuencias de sefial

Figura 4

CQA TAG CGT TAA CGT

(SEC. ID. NO. 13} ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCA ATT GCA
TAC TIT TTC TGT

{8EC. ID. NO. 11)

. ID. NO, 13)

Q M T Q &

L A G F AT V A Q A D

vV A

(SEC. ID. NO. 11)

. 13)

(SEC. ID.

T C€C R A &

8 A S V G DRV T

P 8 8 L

(SEC. ID. NO. 11)

LQ @ K P G K A

A G 8 L N W

Q

(SEC. ID. NO. 11)

{SEC. ID. NO. 13)

Y AT 8 8 L D 8 G vV P KR F 8 6

L

(SEC. ID. NO. 11)

(SEC. ID. NO. 13}

s L P E D P

S R 8 6 8 DYT LT

(8EC. ID. NQ. 11)

T F 6 Q G T

]

F P

A T Y Y CLGQ Y @

(SEC. ID. NO. 11)

(SEC. ID. ND. 13)

F

K R T VA A P 8 V F

K Vv E

(S8EC. ID. NO. 11)

(8EC. ID. NO. 13)

L NN FTY™

QLK S8 6T A 8 Vv Vv C L

(8EC. ID. NO. 11)

L g

P R EA K VQWIKV D NAILOQZBSGN

(S8EC. ID. NO, 11)

(SEC. ID. NO. 13)

T

@ E 8 VT E QD S8 K D 8 T Y 8§ L 8

(SEC. ID. NO. 11}

{SEC. ID. NO. 13)

8 KA DY E KH KV Y A € E V T

L

T

L

(SEC. ID. NO. 11)

(S8EC. ID. NO. 13)

8 P VTK SF NROG EC »

L

(SEC. ID. NO. 11)
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Cadena Pesada, Incluyendo secuenclas de sefial

. 1D. NQ. 12)

Figura 5
(BEC. ID. NO. 14)
(S8EC.ID. NO. 12}
{SEC. ID. NO. 14)
{SEC. ID. NO. 12)
(SEC. ID. NO, 14)

38"

(SEC. ID. NO. 14)
(SEC. ID. NO. 12)

{SEC. ID. NO. 12)
{SEC. ID. NO. 14)
(SEC. ID. NO. 14)
{SEC. ID. NO. 12)
(SEC. ID. NO. 14)
(SEC. ID. NO. 12)
(SEC. ID. NO. 14)
{S8EC. ID. NO. 12)

(SEC. ID. NO. 14)

Bg-

{SEC. ID. NO. 14)
{SEC. ID. NO. 12)

g8+

(SEC. ID. NO. 14)
(8EC. ID. NO. 12)

51

GCG TQA
€aC ACT
A »
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Figura 7:

gH3 (SEC. ID. No: 15)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYGMSWVRQAPGKGLEWVATITSGGSYTYYV
DSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRIGEDALDYWGQGTLVTVSS

gL3 (SEC. ID. No: 16)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIAGSLNWLQQKPGKAIKRLIYATSSLDSGVPKRFSG
SRSGSDYTLTISSLQPEDFATYYCLQYGSFPPTFGQGTKVEIKR
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Figura 8: pTTOD (CDP791)
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Figura 9: Secuencia de proteina de los Injertos VH y VL designados

Cadena Pesada

{SEC. ID. NO. 17)

gH1 EVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSSYGMSWVROAPOGKGLEWVATITSGGSYTYYPDTIVKG
gH1 RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARIGEDALDYWGQGTLVTVSS

(SEC. 1D, NO, 18)

gH2 EVQLVESGGGLVAPABSLRLSCAASGFTFSSYGMEWVROAPGKGLEWVATITSGRSYTYYPDTVKG
gH2 RFTISRDNAKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCVRIGEDALDYWGQGTLVTVSS

(SEC. ID. NO. 18)

gH3 EVQLVEBGGOLVOQPAGSLRLSCAASGFTFSSYGMEWVROAPGKGLEWVATITSGASYTYYVDSVKG
gH3 RFTISRDNAKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCVRIGEDALDYWGQGTLVTVSS

Cadena Liviana

{SEC. ID. NO. 20)

gl DIQMTOSPSSLEBASVEDRVTITCRASQDIAGSLNWYQOKPQKAPKRLIYATSSLDS

ol QGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLQYGSFPPTFGQGTKVEIKR

{SEC. 10. NO. 21)

gl2 DIQMTQSPSSLEASVADRVTITCRASQDIAGSLNWYQQKPGKAPKRLIYATSSLDS

gl2 GVPKRFSGSRSGDYTLTISSLOPEDFATYYCLQYGSFPPTFOQGTKVEIKR

(SEC. ID. NO. 22)

L3 DIOMTQSPSSLBASVADRVTITCRASQDIAGSL NWLOQKPGKAIKRLIYATSSLDS

- ] GVPKRFSGSRSGDYTLTISSLAPEDFATYYCLQYGSFPPTFOQOTKVEIKR
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Disefio de genes
{SEC. ID. NO. 23)

Secuencla gL1 (SEC. ID. NO. 24)

Figura 10
Sacuencia gH1
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Figura 11: Oligonucleétidos para el ensamblaje de genes

gl1 F1 (SEC. ID. NO. 25)
GGATGA

g1 F2 (SEC. ID. NO. 28)

TCCAGGTACCAGATGTGATATCCAGATGACCCAGAGTCCAAGCAGTCTCTCCGCCAGCGTAGBCAATEGTGTGAC
TATTACCIGTC

gl1 F3 (BEC. D. NO. 27)

CAAAAACCGGGCAAAGCCCCCAAGCGCCTCATCTATGCGACGTCCAGCCTABATAGCGGTGTBCCATCTCGTTTC
AGTAGCAGTGGC

gL1 F4 (SEC. ID. NO. 28)

AGATTTCOCCACTTACTATTGTCTACAATATGGCAGCTTCCCTCCGACCTTCRRTCAGGGCACTAAAGTAGAAATCA
AACGTACGGCOTAC

gL1 R1 (SEC. ID. NO, 29)
GCACGCCQTACGTTTGATTTC

gL1 R2 (SEC. 10. NO. 30}

GACAATAGTAAGTGGCOAAATCTTCCGGCTGGAGAGACOAAAT TG TGAGGATAAATTCAGTACCGCTACCACTGCE
ACTGAAACGAQ

gL1 R3 (SEC. ID. NO. 31)

GGGGCTTTOCCCAATTTITGCTGATACCAGTTCAGGCTACCCACAATETCCTGACTOGCACAACAGGTAAT
AGTCACACGATC

gl R4 (BEC. ID. NQ. 32)

GATATCACATCTGGTACCTGGAAACAAGAGCAACAAGAAGCCAAGAATCTGAGCAGGAGTCCTCATGGTGGCARE
TTCGAATCATCC

gH1 F1 (8EC, ID. NO. 33)
GAATAAAAG

gH1 F2 (SEC. ID. NO. 34)

TCCAGTGTOAGGTRCAGCTGGTCGAGTCTGAAGGCGGGCTTOTCCAGCCTGGAGGRAGCCTALATCTCTCTTAT
BCAGCAAGCGGCTTCAC

gH1 F3 (SEC. 10. NO. 39)

AQTGGOTGGCAACCATTACGTCCGGAGACAGCTATACATACTACCCOOACACCGTCAAGGACCATTTCACCATTTC
CCGOAACAATGCAA

gH1 F4 (SEC. ID. NO. 38)

CTATTACTGTOCACGGATCGACAAAGACGCATTGGACTACTROGAACAGGGGACCCTTGTAACAGTCTCCTCTAC
TTCTACAAAGGOCCCAAGAAA

gH1 R1 (S8EC. ID. NO. 37)
TTTCTTGGGCCCTTTAT,

gH1 R2 {SEC. ID. NO. 38)

CCGATCCATGCACAGTAATAGACTOCTGTGTCCTCTGCGCGGAGABAGTTCATCTGGAGGTAAABGCTATTCTTTG
CATTGTCCCGGGAAATGG

gH1 R3 (SEC, ID. NO. 39)
ACGTAATAATTRCCACCCACTCCAGBCCCTTCCCAGATGCCTGCCOCACCCAGOACATACCGTAAGAGRAAAAGO
TGAAGCCOCTTOCTOCACA

gH1 R4 (SEC. ID. NO. 40}

CAGCTACACCTCACACTGGACACCTTTITAAMMATOAGGACAAGAAAMACCCAGTTTAACCACATCTTCATGGTGGCG
GCAAGCTTTTATTC
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Figura 12: Plasmido pCR2.1 (gH1) y pCR2.1 {(gL1)

pER2.I(165g01)
4522 by
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Cartuchos de oligonucleétido para construccién de gH2, gH3,

Figura 13

gL2, gL3.

Cartucho gH2 (SEC. ID. NO. 41)

Cartucho gH3 (SEC. ID. NO. 42)

Cartucho glL2 (SEC. ID. NO, 43)

Cartucho gL3 (SEC. ID. NO. 44)

Los reslduos mencionados represantan amino #cidos camblados comparados a la secuencia

matriz.



Figura 14: Pares de oligonucleétidos para la construccién de gH2, gH3, /
glL2, gl3.

gH2T (SEC. ID. NO. 45)
CCAGAACAATGCAAAGAATACCCTTTACCTCCAGATGAACTCTCTCCGCGCAGAGAACACAGCAGTCTATTACTGT
GTACGGATCGGCGAAGA

gH2B (SEC. ID. NO. 49)

CGCGTCTTCACCGATCCGTACACAGTAATAGACTGCTGTATCCTCTACACGGAGAGAGTTCATCTAGAGGTAAAG
GGTATTCTTTACATTGTC

gH3T (8EC. ID. NO. 47)
CCGGAGGCAGCTATACATACTACGTGGACAGCGTCAAGGGCCGTTTCACCATTTC

gH3B (8EC. ID. NO. 48)
CCAAAGAATGGTAAACAGCCCTTGACGCTATCCACBTAGTATATATAGCTAGET

gL2T (SEC. 0. NO.49)
wmrmmmmmmsmmmmm

glL2B (SEC. ID. NO. 50)
CTGGAGAGACGAAATTGTAAGGGTATAGTCAGAACCACTGCAACTGCCACTGAAACGTTTTGGCACACCBCTATC
CAGOCTGGACGT

gL3T (SEC. ID. NO. 51)

CGTGTAACTATTACCTGTCGTACCAGTCAGGACATCACAAATAGCCTGAACTAATTECAGCAAAAACCGRGCAAA
GCCATCAAGCGCCTCATCTATGCOACGT

gH3B (SEC. ID. NO. 52)

CGCATAGATGAGGCOCTTGATGGCTTTOCCCOOTTTTTGCTGCAACCAGTTCAGGCTACCCACAATATCCTGACTG
GCACGACAGOTAATAGTCACACGAT



Figura 15 : Pladsmidos de Expresién CHO
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Figura 16: Mapa pTTOD (Fab" 1GS-3)
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Figura 17: Secuenclas IGS

(SEC. ID. NO. 53)

1GS-1; Espaclo Intergénico = -1

@, AGC, TCA, CCA, GTA, ACA, AAA, AGT, TTT, AAT, AGA, GGA, GAG, TGT, TAATG, AAG, AAG, ACT, GCT, ATA, GCA, ATT, G
8 8 P V T K 8 F N E M [ A

Final do a secuencia c- Kappa - Principlo do la sacuencia OmpA -

(SEC. ID. NO. 54)
10S-2; Espaclo Intergénico = +1

G, AGC, TCA, CCA, GTA, ACA, AAA, AGT, TTT, AAT, AGA, GGG, GAG, TGT, TAA,AATG, AAG, AAG, ACT, GCT, ATA, GCA, ATT, G
8 8 P vV T K 8 F N R @ E Cc . K K A |

(SEC. ID. NO. 55)
1GS-3; Espacio Intergénico = +13

O, AGC, TCA, CCA, GTA, ACA, AAA, AGC, TTT, AAT, AGA, GGA, GAG, TGT, TGA, GGAGGAAAAAAAAATG. AAG, AAA, ACT, GCT. ATA, GCA, ATT, G
] S P V T K 8 F N R 6 E c . M K K A A



Figura 18: Fermentacién de Fab“
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Figura 19: Secuencia de CodHicacién y Flanqueo de Fab" CDPT91 /
(SEC. ID. NO. 58)
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AATTCTCATG TTTGACAGCT TATCATCGAC TGCACGAGTAC ACCAATGCTT CTGGCOGTCAG GCAGCCATCG
TTAAGAGTAC AAACTGTCGA ATAGTAGCTG ACGTGCCACG TGGTTACGAA GACCGCAGTC CGTCGATAAC

80 20 100 110 120 130 140
GAAGCTGTGG TATGACTGTG CAGGTCGTAA ATCACTGCAT AATTCGTGTC GCTCAAGGCA CACTCCCGTT
CTTCGACACC ATACCGACAC QTCCAGCATT TAGTGACOTA TTAAGCACAG CGAGTTCCGC GTGAGGGCAA

150 180 170 10 190 200 210
CTOGATAATG TTTITTGCGC CGAGCATCATA ACGGYTCTGG CAAATATTCT GAAATGAGCT GTTGACAATT
GACCTATTAC AAAAAACGCG GCTGTAGYAT TGCCAAGACC OTTTATAAGA CTTTACTCGA CAACTOTTAA

20 230 240 250 200 aro 280
AATCATCGAC TCOTATAATG TGTGGAATTG TGAGCGAATA ACAATTTCAC ACAGAAAACA GCGATGAGCT
TTAGTAGCCO AGCATATTAC ACACCTTAAC ACTCGCCTAT TGTTAAAGTG TATCCTTTOT CGCTACTCGA

290 300 3o 20 330 M0
TGACTGCAGG TCGAGTTCTA GATAACGAGG CGTAAAAA ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCA ATT GCA
ACCGACAGTCC AGCTCAAGAT CTATTGCTCC QCATTTIT TAC TTT TTC TGT CGA TAG CAT TAA CGT

M K K T A i A1 »

350 380 1o ) 0 400
GTG GCC TTG GCT GOT TTC GCT ACC OTA GCO CAA GCT GAT ATC CAG ATG ACC CAG AGT
CAC CGQ AAC CGA CCA AAG CGA TGG CAT CAC GTT CGA CTA TAG GTC TAC TGG AGTC TCA
vV AL A 8 F A T VvV A @ A D | Q M T a &

410 420 430 440 450
CCA AGC AGT CTC TCC GCC AGC GTA GGC GAT CGAT GTG ACT ATT ACC TGT CAT GCC AGT
GGT TCG TCA GAG AGQG CAO TCG CATCCG CTA GCA CAC TGA TAA TGO ACA GCA CGG TCA
P 8 8 L 8 A 8 V 6 P R ¥V T I T € R A @&
470 480 400 300 8o
AGC CTG AAC TGG TTG CAG CAA AAA CCG GGC AAA
TCG GAC TTG ACC AAC GTC GTT TTT GGC CCG TIT

g &

GAC ATC GCG GGT GCC ATC AAG
CTG TAG CGC CCA CGG TAG TIC
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Figura 20: Resultados de Radioinmunoensayo
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Figura 21: Secuencia de Proteina de la cadena injertada a gH3

Secuencia de anticuerpo de cadena pesada (SEC. ID. NO, 87)

EVALVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSSYGMSWVRQAPGKGLEWVATITSGGSY
TYYVDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRIGEDALDYWGQGTLVT
VSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFP
AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPSCPA
PEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPDDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK"

70
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Form PCT/RO/10] (last gheet) (March 2001; reprint July 2002)

See Notes to the requast form
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1
INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

icant's or agent’ e referance NoﬁhlbndTmmlﬂddlﬂbrmﬂuulSﬂthupm
Applicant’s or agerte FOR FURTHER (Form PGT/IBA/220) aa wel as, where sppiicaiia, ltam 5 below.
P028302WO0 ACTION
imemational appiication No. Intsmational fing date (daymantvyesr) | (Earlest) Pricrity Dats (dawmonthyear)
PCT/GB 02/04619 10/10/2002 10/10/2001
Applicant

CELLTECH R&D LIMITED

This International Search Report has been prepared by this Intsmational Saarching Authority and s tranamitiad to the applicant
according to Arficle 18, A copy is belng transmittad to the Intemational Bureau.

This International Search Raport conaists of a total of ¥ shests.
Itls also accompanied by a copy of each prior art document clied In thia report.

1. Basis of the report
o With regard to the language, ths Intemnational sssrch was carried out on the basis of the intsrnaticnal application in the
language In which it waa flled, unless otherwise Indicated under this item.
[] the intenational search was canied out on the besis of & transiation of the intemational appiication furmnished 1o this
Autharity (Rule 23.1(b)).

b. With regand to any nuclectida end/or amino acid sequence disclosad In the International application, the Intemnational search
was carriad out on the basis of the sequencs listing :

contained In the Interetional application in written form.

filed together with the Intemnational applcation in computsr readabls form.
furnishod subsequertly to this Autharity in written form.

fumished subsacuently to this Authority in computer readble form.

the stxiemant that the subsaquently fumnishad written sequence Iating does not go beyond the disclosure In the
Imemational epplication as fiad has bean fumished.

Eommmﬂuma information recerded In compuier readabia form Is identical 1o the written sequence listing hasbean

m

2] I 1 1 53 O

Certaln claims were found unssarchable (See Box I).
Unity of Invention Is lacking (see Box II).

@

4. With regard io the title,
[X] thetextis epproved s submitted by the applicant.
[[] wtext has been esteblishad by this Authority i read as follows:

5. With regard 1o the sbetracl,

[X]  the text s approved as submittad by the sppiican.
the taxt has baen establlshed, according to Rule 38.2(b), by this Authorily as it appears in Box Jll. The applicant
w;hlnonomnﬁhmhdﬂednﬂhmdﬁhhn%mﬁm?uﬁnhmmmhmw i

8. The figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No. 20
[X] assuggested by the appicant [J Noneof the figurss.
[]  because the appiicant failed to suggest a figure.
[]  becauss this figure better tharactarizes the Invention.

Form PCT/ISA/210 (first shest) (July 1998)



Intemational application No.

g INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/GB 02/04619 / Z’P

Box|l Observations where certain claims were found unssarchable (Continustion of ltem 1 of first shest)

This Intamational Gearch Report has not been estabiished In regpact of cartain clalms under Articie 17(2)(a) for tha following reasona:

1. D Claims Noa.:
because they ralate o subject matier not required to be searchad by this Authority, namely:

2. [ ] cume nos:
becauss they relate to paris of the Intemational Appication that do not comply with the prescribed requiremants to such
anmnthatnomunlmmunhnum&amhmnbamﬂsdm speciiically:

8. [ ] clema Nos:
becauss they are dependant claims and are not drafied In accordancse with the second and thind sentances of Rule 8.4(a).

Boxll Observations where unity of nvention ls lacking (Continuation of e 2 of first sheet)

This Intemational Searching Authortty found muttiple Inventions in this intemational application, as foflows:

see additional sheet —_

1 D As &l required adidliional ssarch jess ware timely paid by the appilcant, this international Search Report covers all
ssarchable claime.

2. D As all searchable claims covid be searched without afiort jusiitying an addiiona) fee, this Authority did not invite payment
of any additional fee.

3. D Mm&mﬂhemlﬂnﬂﬂorﬂ%heamﬂymuwhappmmhmwmnmt
covers only those clalme for which fees wera pald, specifically claims Nos

4, No requined addiional ssarch fees ware imaly paid by the applicant. Consequantly, this imemational Ssarch Report Is
restrictad o the Invantion finst mentioned In the claime: k Is coverad by clakne Noa.:

see PCT/ISA/210 annex

Ramask on Protest Dmmumlnm:nhummmubyummm

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 {continuation of firat shaet (1)) (July 1898) page 1 of 2




/)@

international Application No. PCTAB 02 04619

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1-40

Group I: an antibody molecule having specificity for human
KDR, the DNA sequence which encodes sajd antibody molecule,
a vector containing the DNA sequence, a host cell
transformed with sald vector, a process for the production
of the antibody molecule, and a therapeutic composition
comprising said antibody molecule and 1ts use.

2. claim: 41

6roup 1I: a vector designated pTTOD(CDP791) as shown in
Figure 8

page 2 of 2



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

international Application No

PCT/GB 02/04619

139

A61P19/02 A61P35/04
| Accovding 1o Inemational Palant Ctasatfication (IPC) os 10 both nationas clesalfication and PG

FICATION OF SJBJECT MATTER
CG7K16758 C07K16/46 A61K39/395 AG1K47/48 C12N15/13
C12N15/70 C12N1/21 G0IN33/577 A61P17/06  A61P37/00

Minimum cocumentation ssarched (clesaification system followed by desaification symbols)
IPC7 CO7K

Documantaiion searched other than minimum documantsiion 1o the axiart that such documants are included [n the Tisids searched

Elocironic data base conmitsd during the intamational sserch (nama of dala buss and, 'whene praclical, sesrch lorms used)
EPO-Internal, BIOSIS, WPI Data, PAJ, EMBASE, MEDLINE, Sequence Search

€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catogory * | Citatlon of cocument, with Indlcation, wi:zrw approprissa, of the relevant passages Flalevant 10 ceim No.
X WITTE L ET AL: "MONOCLONAL ANTIBODIES 1-21,
TARGETING THE VEGF RECEPTOR-2 (FLK1/KDR) 28-40
AS AN ANTI-ANGIOGENIC THERAPEUTIC
STRATEGY"
CANCER AND METASTASIS REVIEWS, KLUWER
ACADEMIC PUBLISHERS, DORDRECHT, WL,
vol. 17, no. 2, 1998, pages 155-161,
XP000940443
ISSN: 0167-7659
abstract
page 155, left-hand column, paragraph 1
page 160, right-hand column, paragraph 1
Y the whole document 22-27
—f—
m Further documents are lisied in the continuadon of bax C. [l Putend tamlly marmbers are Dsted b annax.
" Sipacia) caiegorias of cied documants : "T* itar doctumant published sftar the intamations! filng dalo
"A" cocumant dafnng the genaral asia of e ! which s nct T 10 e e eincots o haoey M.,mmﬂ
‘E" earfler dotument but publishad on or afierthe Internutional *X* documant of particuiar relevance; the cieimad invention
L un':?:mm may hrow doubta on priotty. cusim(s) oe mammmh Whan akne
m,‘,‘m:m”m 'P"’E‘,“ Y RARE bo niers 15 mvos an boreriive siap whan the
*0" document referring to an orad diaciosure, use, exhibition or documant Is combined with ons or mone other such docu-
other means mﬂmmmb- pemson skiled
m'hmﬁbw fing dets bt *&" docurnant member of the same paleni fumily
Dato of the acsl compiation of the Iniametional ssarch Date of maling of the intamationai search report
15 September 2003 03,01 0%
Nasmo and malling acdiress of tha ISA Authorted officer
Eurepean Patent Offica, P.B. 5818 Pelentiamn 2
%'ﬁmrr Ti. 31 851 epo n
Fax: (+31-70) 340-3018 wol Irion, A

Farm PCTASA/Z1D {ssocns] sheal) [uly 19K2)

page 1 of 3
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intemetionsl Applicatian No
PCT/GB 02/04619

Tf;uuuun-nnocuummscouﬂmamn1oa:mﬂjwun

Catggory * | Caiation of docmant, with indication,where appropriale, of tha relsvant passages

Fslovant to clalm No.

X HICKLIN DANIEL J ET AL: "Monoclonal
antibody strategies to block
angiogenesis.”

DRUG DISCOVERY TODAY,

vol. 6, no. 10, 2001, pages 517-528,
XP002254076

ISSN: 1359-6446

page 520, right-hand column, paragraph 5 -
page 522, left-hand column, paragraph 2
Y the whole document

X ZHU Z ET AL: "INHIBITION OF .VASCULAR
ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR INDUCED
MITOGENESIS OF HUMAN ENDOTHELIAL CELLS BY
A CHIMERIC ANTI-KINASE INSERT
DOMAIN-CONTAINING RECEPTOR ANTIBODY"
CANCER LETTERS, NEW YORK, NY, US,

vol. 136, no. 2,

1 March 1999 (1999-03-01), pages 203-213,
XP000907699

ISSN: 0304-3835

abstract

Y the whole document

X WO 00/44777 A (IMCLONE SYSTEMS INC ;WITTE
LARRY (US); ZHU ZHENPING (US))

3 August 2000 (2000-08-03)

page 1, 11ne 8 — 11ne 9

Y the whole document

page 1, 1ine 26

page 5, 1ine 4 - 1ine 9

page 5, Tine 21

page 9, 1ine 20 - 1ine 27

page 9, 1ine 28 - page 10, 1ine 7

claims 48,49

X WO 98/11223 A (MARTINY BARON GEORG
;SCHERING AG (DE); MENRAC FNDREAS (DE);
TOTZKE) 19 March 1998 (1998-03-19)
abstract

page 2, 1ine 13 - 1ine 14

page 3, 1ine 10 - 1ine 13

A the whole document

X EP 1 086 705 A (KYOWA HAKKO KOGYO KK)
28 March 2001 (2001-03-28)

page 4, 1ine 4 - 1ine 5

page 4, 1ine 53 - 1ine 57

page 5, 1ine 43 - 1ine 48

A the whole document

Y US 6 133 426 A (LEONG STEVEN R ET AL)
17 October 2000 (2000-10-17)
column 121 - column 122

-/—

1-21,
28-40

22-27

1-21,
28-40

22-27
1-21,
28-40

22-27

1-21,
28-40

22-27

1-21,
28-40

22~27
22-27

Forn PGTABA21C {oorcinumtion of sssond sheet) (iuly 1962)
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International Applicstion No

PCT/GB 02/04619

C: Jorinuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catagery *

Cslion of documant, with indication,where appropriate, of the rslevan! pessages

Rlavant to claim Na.

A

HURWITZ ESTHER ET AL: "Inhibition of
tumor growth by poly(ethylene glycol)
derivatives of anti-ErbB2 antibodies."”
CANCER IMMUNOLOGY IMMUNOTHERAPY,

vol. 49, no. 4-5, July 2000 (2000-07),
pages 226-234, XP002254077

ISSN: 0340-7004

abstract

DECKERT P MARKUS ET AL: "Pharmacokinetics
and microdistribution of polyethylene
glycoi-modified humanized A33 antibody
targeting colon cancer xenografts.”
INTERNATIONAL JOURNAL OF CANCER,

vol. 87, no. 3, 2000, pages 382-390,
XP002254078

ISSN: 0020-7136

abstract

22-27

22-27

Form PCTABNZ10 (ecntinuation of ssoond shest} (uly 1082)
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Intemational Appdoation No
PCT/GB 02/04619

r

Patent document Publication Patent family Publication

clied In se&rch report date meamber(s) dawe

W0 0044777 A 03-08-2000 AU 3475100 A 18-08-2000
CA 2361553 Al 03-08-2000
CN 1345334 T 17-04-2002
EP 1151002 Al 07-11-2001
JP 2002536968 T 05-11-2002
WO 0044777 Al 03-08-2000

W0 9811223 A 19-03-1998 DE 19638745 Al 12-03~-1998
AU 730287 B2 01-03-2001
AU 4622297 A 02-04-1998
CA 2265927 Al 19-03-1998
WO 9811223 Al 19-03-1998
EP 0925359 Al 30-06-1999
HU 9904052 A2 28-03-2000
JP 2001501920 T 13-02-2001
NO 991162 A 06-05-1999
PL 332034 Al 16—-08-1999
us 6344339 Bl 05-02-2002
ZA 9708204 A 03-03-1998

EP 1086705 A 28-03-2001 AU 3850299 A 06-12-1999
CA 2328893 Al 25-11-1999
EP 1086705 Al 28-03-2001
L[] 9959636 Al 25-11-1999
US 2003175271 Al 18-09-2003

US 6133426 A 17-10-2000 US 6025158 A 15-02-2000
Us 6458355 Bl 01-10-2002
us 6468532 Bl 22-10-2002
US 2003021790 Al 30-01-2003

Form PCTASAZID (pabent famlly arne) Luly 1982)

123
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The demand must be filed directly with the competent Infernational Preliminary Examining Authority or, |f two or mare Authorities are competend, Ii ;
with the one chasen by the applicart. The fidl name or two-letier codis of that Axthority may be indicated by the applicartt an the Bins below:

PeA/ EP

PCT CHAPTER II
DEMAND
under. Article 31 oftthltmlCoc?entlm Treaty:
The undersigned that the international epplicstion specified belaw be the subject of

international preliminary examination according to the Patent Cooperation Treaty and
“ bereby elects all eligible States (except where othorwise indicated).

For International Proli Examining Authority use only
Tdentification of IPEA — Dute of receipt of DEMAND — |

Applicant’ t's file reference |
BoxNo.I IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION POZB:;&% '

Internationsl application No. W1m a(r ) (Exrlicat) WW)

PCT/GB02/04619
Title of invention

BIOLOGICAL PRODUCTS

BoxNo. Il APPLICANT(S)

. . hons No.

Neme and addreas: "M#.T.a‘.‘.‘.‘%“’“f‘““‘“ Telep o

CELLTECH R & D LIMITED YT

208 BATH ROAD

SLOUGH o

BERKSHIRE >

2'51 IWE Applicent sregistration No, with the Office

State (that s, country) of nativnality: State (tkar is, country) of residence:
GB | GB

Name and address: (Famntly mos filkneed by given nows: fr o legal extiy, full ofictel dolgasion. The adkines st fuclivh postal code and mome of coury)
POPPLEWELL, Andrew Gaorge

208 BATH ROAD

SLOUGH

BERKSHIRE

SL1 3WE

| GB

State (that is, country) of nationality: Stinte (that ir, cotmiry) of residence:
GB GB

Namo and sddress: (Fantly nue followed by gives nams: for a lagel oxity, fill offcial designation. The esbess suat includs postal aode and e of cowsry)
TICKLE, Simon Peter

208 BATH ROAD

SLOUGH

BERKSHIRE

SL13WE

GB

Stato (that is, couniry) of natianality: Stato (hat is, country) of residence:
GB . GB .

Purther spplicants aye indicated on s contirmustion shoet.
Form PCT/IPRAMO1 (first shoet) (March 2001; reprint Jamuary 2003) See Notms io the demand form




International application No.
ShetNo. 2. PCT/GB02/04619

Continmation of Box No. I  APPLICANT(S)
lf nans of the following sub-boxas iy teved, thir sheet should not be inchded in the demand.

Nurno xod addresa: (Fanlly soms followad by givn nase: fir o lagal ell, fil oficlal deviguation. The adkhess muet iclucs pastal cods ard nme of cory)
ZINKEWICH-PEOTTI. , Karen

208 BATH ROAD )

SLOUGH

BERKSHIRE

SL13WE

GB

Stute (thet b, coumiry) of residence:

State (that ir, country) of naticmality:
GB ) GB

Name and address: (Fonlly mems folkwed by ghon nane; for « kepal ey, fulf oficial dacipraton. The adbdras st duckcle postal cadde ol nome of cowsry)
MORRISON, Robert Kendall,

208 BATH ROAD
SLOUGH
BERKSHIRE
SL1 3WE

GB

Stato (that Is, country) of nationality:
GB

State (thal b, country) of residence:
GB

Namo and address: (Fomily aawe followed by glwan ncme; for a isgal ently, Al oficil derignation. The adkiness mext inclus partal code and name of cowwry)

State (that Is, country) of nationality:

Stute {that is, couniry) of reaidence:

Neama and address: (Fauily naws folowsd by giva nome; for o ingal ey, fidl effcial designotion. The addrwss wast inchads postal cods ond rome of coumtry)

Stato (that Is. couniry) of nationality:

State (that i, couniry) of residence:

[ ] Purther applicants arc indicated on enother continostion sheet

Form PCT/IFEA/40] (contimation sheef) (March 2001; reprint Jamuary 2003)

Ses Notes io the demand form




W

. an

Intornational application No.
Sheet No. .3 PCT/GBO2/04610

BoxNo.IT AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE
The following person is agent [[] common repressatative
end [}f] bas beon appointed carlier and represents the applicant(s) also fpr intemational proiminary examination,
EI hmmmmmmﬁumm:orm)muymmmﬁuawmm
Wmﬁlyhmmmhmmmwmmdﬂhmb

ﬂm agent(s,

Name and addross: (Fam n-tfnlhvd Eiven name; hnmamﬂlwm Telaphons No.

MERCER, Chrlstopher Paul "Facsimio No.

CARPMAELS & RANSFORD )

43 BLOOMSBURY SQUARE m(:‘?166

LONDON WC1A 2RA

GB AgmrirogtonNo, Wil he Office |
#ﬂwﬂng Muklh:ulmk—ba wlugnnl twmm\rxmm sppointed and the

Box No. IV BASIS FOR INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION

Statement concerning amendmenty:*

1. mmhmmmmmmmmmmmnummw
. the internationa} application as criginally filed
tho description a8 originally filed

as amended under Articlo 34

a8 originaily flled

a3 amended under Articls 19 (together with sny sccompsnying statamsnf)
w5 amended under Articlo 34

ho clxims

the drewinga wa ariginally filed

us emended under Article 34

(00 000 002

2 D The spplicant wishes sy amencment to the clains under Article 19 to bo considered as roversed.

3 D Tho spplicant wishes the simt of the intemational preliminary examination to be postpened unti! the expiration of 20 months

from the pricrity date unless the Internationa) Preliminary Exgmining Authority receives » copy of any amendments mads
under Article 19 or a notice fram the spplicant that he doos not wish to make soch amendments (Rule 69, 1(d)). (Thiz check-
box may be marked only where the tima limif under Article 19 has not yet sxpired)

. WhemMMhthMmﬂpﬂMmhﬂmﬂ“Muththﬂm
as ﬂhdu.whuanmdmbhdmmmw and/or amendments of the international applicstion
under 34 are recuived by the Internatianal Praliminary Rxamining Authority bedore it has begum to drew up 8 written apinion
or the international preliminary exsmination report, as so amended,

Language for the purposes of internationsl preliminary exsmination: ENGLISH.
which is the langusge in which the international epplication waa filed,
which ia the langusge of & translation firnished for the purposes of international search.
which is the language of publication of the international application.
[[] which is tho language of the trenslation (to be) farnished flr tho purposcs of intornational preliminary examination.
Box No.V ELECTION OF STATES

The applicant hereby elects all eligible States (¥hat is, alf States which have besn designated and which are bound by Chapter Il of
the PCT)

exchuding the following States which (ho spplicant wishes not to clest:

Form PCT/IPEA/401 (second sheet) (March 2001; roprint Jenuary 2003) ' Ses Notas to the demand form




Intemations] application No.
Sheno. 4. PCT/GB02/04619
Box No, V1 CHECK LIST
The demand is accompanied by the following elements, Ilullnplpnfﬂ'lulb For Internationn] Preliminary
Box No. le;hmuofmmpm; - Emmsmwu-mly
not recolved
1. tanslation of international spplication sheets |:l 1
2. smeadments usder Article 34 sheets O .
3. copy (or, where required, translation) of
amendiments under Article 19 sheets (| (|
4. copy (or, wharo required, tranalation) of
statoment under Astiole 19 shects O] ]
5. letter dheots O O
6. other pactfy) thects O O
The demand is also accompanied by the item(s) marked below:
1.l feocalculation sheet 5.[] smtement explaining lack of signature
2. ] original sopansts power of attomey 6.[] sequonce listings in computer readable form
3. original genenl power of attorney 1.0 mmwmummm
4.[7] copy of genonal power of attomey;
reference number, if my: 8. other apectfy:

Box No. VI} SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Naxt o each signature, indicre the name of the person signing and the capacity in widch the person signs (if such coparily i not obvicus from reading te demcnd).

He cor

MERCER, Christopher Paul

For International Preliminery Examining Authority use only
1. Date of actual receipt of DEMAND:

2. Adjusted date of receipt of demand due
to CORRBCTIONS under Rule 60, I{b):

3 D The date of receipt of the demand ix AFTER the expiration of 19 montha D The applicant has been
' from the priority date and itam 4 or 5, below, does uot spply. informed accordingly.

4 D mdlbofrmplofﬂhdmndllmlhepmodofmnmﬂlﬁmthmhbllﬂmbymd

s, D MﬂuuhhdﬁdmmoﬂhdnﬂhlﬂchmdlﬂmﬁlﬁmlhmmIhdellymlrrm.l
is EXCUSED pargusnt to Rule 82

For Intacoational Bursss use only

Deomand recetved fiom IPEA on:

Form PCT/IPEA/401 (last shoet) (Jarmary 2003) See Notéa 1 the demand form
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_ PATENT COOPERATION TREATY
3 {
rﬁ“muﬁamomn PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY PCT / 3
To:

Mercer, Christopher P.
CARPMAELS & RANSFORD
43 Bloomsbury Square
Londcn WC1A 2RA

GRANDE BRETAGNE (PCT Rue 66)
16/02/2004
Applicsut’s or agent’s file reference
within 1 / 00 monthejdxys
P028302vw0 from the |‘m d:eI of mlllh!
Ioternatiansd application No. International flling date (day/manth/yesr) Pricrity date (day/mond yesr)
PCT/GB02/04619 1071072002 10/10/2001
Internationsl Patent Classification (IPC) or both national ciassificazion and IPC
CO7K16/28
Applicant

CELLTECH R&D LIMITED et al.

1. This written opinion is the first drawn up by this Inteynationsl Preliminary Bxamining Authority.
2. This opinion contains indications relating to the following items:
1 [X] Basis of the opinion
it [] Prioriy
ur [X] Neo-establishment of cpinfon with regard to novekty, inventive step and industrial sppiicahility

IV [] Lack of wity of imvention
v Reasoned under Rule , inventive industrial :
X] Mmm R u.z(ﬁi&mmmnm ep or spplicahllity;
V1 [[] Cartain documents cited
VI [ ] Certain defocts in the international application
VI [ ] Certain cbservations an the international appBcxtion

3. The applicant is herebyy lnvited to reply to this opinion.
When? See the time limit indicated above. The applicant mxy, before the expiration of that time limit, request this Autharity

to grant an extension, seo Rule 66.2(d).
How? By submitiing s written reply, accompanied, where izis, by smendments, socording to Rule 68.3.

Fox the farm and the language of the Amendments, me Rales 665 snd 669,

Alse  For an sdditionsl opportumity to submit anendments, see Rule 66.4.
F«hunlu'mﬂgﬁmtomﬁmmﬂrmnnmm.
’ For an informal communication with the examiner, see 66.6.

I ne reply ix flled, the internationsl preliminary exsmination repart will be estabiished on the basls of this opinion.

4. The finsl date by which the international prelimingry .
exzmination report must be estahlished according to Rule 69.2 1 1027004 - .

4

Name sod mailing addreas of the [PEA/ Authorised officer . /
European Patent Office Exmminer f
'!H.(-I-M).:;::-o Tx: 523656 d Fdrmalities officer 2
, T epmu .
extension of time
597 Pr (+45-89) 23994465 (miion of thos Hent) | \“55__1
z s )

Form PCT/IPEA 408 (cover sheet) (march 2002)



WRI'ITEN OPINION International application No.  PCT/GB02/04619 7

I. Basis of the opinion /
The basis of this written opinion is the application as originally filed.

ii. Non-establishment of opinion with regard to novelty, Invenﬂve step and Industrial
applicabliity

The question of whether the claimed invention appears to be novel, to involve an

inventive step, or to be industrially applicable has not been and will not be the subject

of the intemational preliminary examination in respect of the claims which have not been
searched (Article 17(2)(a) or (3) and Rule 66.1(a) PCT; see also intemational search report).

V. Reasoned statement under Rule 66.2(a)(ll) with regard to novelty, Inventive step or
Industrial applicabllity

1.  To the extent that the international preliminary examination has been carried out (see item
Il above), the following Is pointed out:

2. Inlight of the documents cited in the intemational search repor, it-is considered that the
invention as defined in at least some of the claims, which have been the subject of an
international search report, does not appear to meet the criteria mentioned in Article 33(1)

PCT, i.e. does not appear to be novel and/or to involve an inventive step (see intemational
search report, in particular the documents cited X and/or Y and comresponding claim references).

3. Ifamendments are filed, the applicant should comply with the requirements of Rule 66.8
PCT and indicate the basis of the amendments in the documents of the application as
originally filed (Article 34 (2) (b) PCT) otherwise these amsndments may not be taken
into consideration for the establishment of the intemnational preliminary examination report.
The attention of the applicant s drawn to the fact that if the application contains
::mu:geoossary plurality of independent claims, no examination of-any of the claims WI|| be

out

NB: Should the applicant decide to request detailed substantive examination, then an
intemational preliminary examination report will normally be established directly.
Exceptionally the examiner may draw up a second written opinion, should this be explicitly
requested.

Form PCT/40BAE2 (EPO-03-2002) P20725
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PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL BUREAU / 4

PCT To
NOTIRCATION CONCERNING oy
SUBMISSION OR TRANSMITTAL Coais & e 4
OF PRIORITY DOCUMENT 43 Bloomsbury Stj :. <
(PCT Administrative Instructions, Section 411) London WC1A 2RA”
United Kingdom
Daté of mailing (day/month/year)
07 Decembar 2002 (07.12.02)
Applicant's or agent’s flle refersnce
P028302WO IMPORTANT NO11FIGATI_0N
international application No. International fliing date (day/momnthiyear)
PCT/GB02/04619 10 October 2002 (10.10.02)
International publication date (day/month/vear) Priority date (day/month/year)

Not yet published

10 October 2001 (10.10.01)

Applicant
CELLTECH R & D LIMITED et al

1. The applicant Is hareby notified of the date of recelpt (axcept whers tha letters "NR" appear in the right-hand column) by the
imternational Bureau of the priority dooumentis) relating to the sarlier application(s} indicated below. Unless atherwise
indicated by an asterisk appearing next to a date of recsipt, or by the letters "NR", In the right-hand column, the priority
document concernad was submitted or transmitted to the international Bursau in compliance with Ruls 17.1{s) or (b).

2. This updates and replaces any previously issusd notlfication concerning submiasion or transmittal of priority doouments.

3. An asterisk{*) appearing next to & date of recsipt, In the right-hand column, denotes a priority document submitted
or transmitted to the International Bureau but not in compliance with Rule 17.1{a) or (b). In such a cass, the sttention
of the applicant is directed to Rule 17.1(a} which provides that no designated Office may disregard the priarity clalm
concerned befare giving the applioant an apportunity, upon entry inta the national phase, to furnish the priority document
within a tims llmit which is reasonabls under the circumstanoas.

4. The lettars "NR" appearing In the right-hand column denote a priority document which was not received by the intemnationsl
Bureau or which the applicant did not raquest the receiving Office to prepare and transmit to the Internstional Bursau,
as provided by Rule 17.1(a) or (b), respactively. In such a oase, the attention of the sppficant ks directed to Rule 17.1(a) which
provides that no designated Offioe may disregard the priority claim concerned before glving the applioant an opportunity,
upon entry into the national phase, to furnish the priority dogument within a tfme limit which is reasonable under the

olrcumstanoes.
Prority date Priority application No. Countrv or raaional Office Date of receiot
or PCT recejving Offica af priority dogumant
10 Octo 2001 (10.10.01) 0124317.8% GB 06 Nove 2002 (06.11.02)
The internations] Bursat of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombetise Joseflna DE LOS REYES
) 1211 Geneva 20, Switzeriand
Facsimils No. (41-22) 740.14.36 Telephone No. (41-22) 338.83.38
Form PCTAB/304 (July 1088) 0053268258
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PCT

NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE ] U/
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL gs:gggéihgsbph:. Paul
AFPPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES, Ay el wms@m
London WC1A 2RA
(PCT Rule 47.1(c). first senicnce) ROYAUME-UNI

Date of mailing{dayymon

h/year)
17Apn|2003(17o403)

Applicant’s or agent's file reference

P028302WO IMPORTANT NOTICE
Intemational application No. Imemnational ﬁ.hng dawe{dayimonsh/year) Priority dele{dawmonth/yea
PCT/GB02/04619 10 October 2002 (10.10.02) 10 October 2001 (10 10.01)
Applicamt
CELLTECHR & D LIMITED

19

Noiice is hereby givon thet the International Buresu has communicsted, a8 provided in Aricle 20, the intemational application 10 the
following designated Offices on the date indicated sbove as the date of mailing of this notice:

KP, KR, US

In accordance with Rulc 47.1(c), thind sentence, thoss Offices will accept the present notice as conclnsive evidance that ibe commmnication
of the inlemational application has duly taken place on the date of mailing indicated above and no copy of the international application is
required 10 be furmished by the spplicant to the designated Office(s).

Tho following designated Offices have waivod the requirement for such 8 communication at this time:

AE, AG, AL, AM, AP, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CQ, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EA, EC,
EE, EP, ES, Fi, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG,
MK, MN, MW, MX, MZ, NO, NZ, OA, OM, PH, PL, PT, RO, RL, SD, SE, SG, S}, SK, SL, TJ, TM, TN, TR, TT, 7Z, U

UG, UZ VC, VN, YU, ZA, 2M, ZW

TZ,
The commmnication will be made (o those Offices only upon their request. Furthermare, those Offices do nol require the applicant 1o
furnizh a copy of the imemational application (Rule 49.1(a-bis)).

Bnclosed with this notice is a copy of the international spplication as publishad by the International Buresa on
17 Aprii 2003 (17.04.03) under No, 03/031475

TIME LIMITS for filing a demand for inlernational prelimingry exewination and for eatry into the national phase

The applicable Lime Iimit for entering the national phase will, mhh:tmwhthnﬂlnﬂnblwhgmph,hﬂblomsm

the priority date, not only in respect of any elacted Office if a demand for intematiopsl preliminary examination is flsd before the

ﬂlplnumou’mmmtmnlheprmtydnm.buldnmlupulotmychagmulOﬁee.mlheahuuofﬁlmgofnﬁdmund.whn

Article 23(1) as modified with effect from 1 April 2002 applies in respect of that designated Office. For farther details, see PCT Gazeite

;o.mmloleomhm‘.'MI pages 19926, 19932 and 19934, as well as the PCT Newslatier, October and November 2001 and
ary 2002 issucg.

In practice, time Iimits other than the 30-month time Umit will continue 1o apply, for varions periods of time, in respect of certain
dosignated or elected Offices. For regnlar npdates on the applicable time lmits (20, 21, 30 or 31 months, or other tims limir), Office by
Office, refer 10 the PCT Gazens, the PCT Newslegier and the PCT Applicant’s Gulde, Volume 11, National Chapters, all available from
WIPO’s Intamet sile, at hitp:/sraw.wipo.in/petica/index biml.

For filing a demand for international preliminary examination, see the PCT Applicont's Guide, Volume VA, Chapiar IX. Only an
applicant who is a national or resident of a PCT Contracting Swsle which is bound by Chapter T has the right to file a demand for
internatjonnl preliminary examination (at pregent, all PCT Contraciing States are bound by Chapier IT).

1t is the applicant’s sole responsfbility to monitor all these time limits.

The Intemational Buresa of WIPO Authorized officer

hemin des Colombe
1211 oot 0. Switamsin . Judith Zahra

Facsimile No.(41-22) 740.14.35 Telephooe No.(41-22) 338.91.11

Form PCT/IB/308 (April 2002)
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Doctor(a) Oficio N°
EMILIO FERRERQO.
Apoderado{a)
ASUNTO: Radicaclén N°® 04-41969
Solicitud intemacional PCT/GB02/04619
Fecha inicio fase nacional 10/05/2004
Trémite 011
Evento 379
Actuacion 416
Follos 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la
Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular Unica
de la Superintendencia de Industria y Comerclo, se le comunica que:

s La solicitud no contiene copia del documento en que consta la cesién del derecho
de patente del Inventor al solicitante o a su causante (Art. 26-k) Decisién 486).

s El solicitante debe presentar un nuevo titulo, que permita identificar la materia de la
cual trata la solicitud, ya que el relacionado no se encuentra con la precisién
necesaria para identificar claramente el objeto de la solicitud de patente (Regla 4.3
PCT, Art. 27, 27 Decision 486, Circular Unica 5.2.9).

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 38 de la Decislon 486, se le requiere para
que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de notificaclén del presente
oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar cumplimiento
al presente requerimiento, la solicitud se considerara abandonada y perdera su prelacién.

Notiflquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del
capltulo quinto del titulo primero de la Circular Unica N°* 10 de 2001.

ALIX CARM CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la Division de Nuevas Creaciones.

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha, 717 *H_%',
202051




