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10 ANEXOS

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

XX

Documento que acredita la existencia y representacion legal de la persona juridica
peticionaria, en cuanto no esté inscrita en alguna Camara de Comercio Colombiana.
Poderes, si fuere el caso. Fotocopia autenticada.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante. Fotocopia autenticada.
Traduccién de la solicitud internacional al espariol (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos).

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

Traduccion de examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

XX

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

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

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el
extranjero por el mismo titular 0 su causante, relacionadas parcial o totalmente con la
invencién de esta solicitud.

De ser el caso, madificaciones efectuadas a la solicitud intemacional bajo el Art. 19.

XO dOdd goo o

Otros: Comprobante(s) de pago de la tasa por concepto de reivindicaciones adicionales
$ 1.701.000 (63"$27.000).

11 FIGURA CARACTERISTICA:

olicito Ja concesién de ta patente,

&n TP 57492 del C S.J.

Instrucciones para la presentacion de los anexos, ver reverso de esta pagina.
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ANTICUERPOS ANTI-EGFL7 HUMANIZADOS Y METODOS DE USO DE LOS
MISMOS

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencion se relaciona en general con el campo de la biologia
molecular. Mas especificamente, la invencion se relaciona con los anticuerpos
anti-EGFL7, y usos de los mismos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El desarrolio de una provisién vascular es un requisito fundamental para
muchos procesos fisiologicos y patologicos. Los tejidos que crecen en forma
activa como embriones y tumores requieren una adecuada provision de sangre.
Satisfacen esta necesidad mediante la produccién de factores pro-angiogénicos,
que promueven la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos
existentes a través de un proceso llamado angiogénesis o a partir de células
progenitoras a través de un proceso llamado vasculogénesis. La tubulogénesis es
una etapa esencial en el desarrollo vascular. La formaciéon de un tubo vascular es
un compiejo, pero suceso bioldgico ordenado que implic:é~ todas o muchas de las
siguientes etapas: a) células endoteliales (EC, por sus siglas en inglés) proliferan
de EC existentes o se diferencian de las células progenitoras; b) migracion de EC;
¢) las EC se combinan para formar estructuras similares a una cuerda; d) los
cuerdas vasculares que atraviesa tubologénesis para formar vasos con un lumen
central e) los vasos o cuerdas existentes envian brotes para formar vasos
secundarios (angiogénesis); f) plexo vascular primitivo atraviesa mas
remodelacion y redisefio; y g) se junta células peri-endoteliales para revestir los
tubos endoteliales, lo que proporciona mantenimientos y funciones modulatorias a
los vasos, dichas células incluyen pericitos para capilares pequeiios, células de
musculos suaves para vasos mas grandes, y células miocardiales en el corazon.
Hanahan, D. Science 277, 48-50 (1997); Hogan, B. L. & Kolodziej, P. A. Nature
Reviews Genetics. 3, 513-23 (2002); Lubarsky, B. & Krasnow, M. A. Cell. 112, 19-
28 (2003).

Actuaimente esta bien establecido que la angiogénesis, que implica la
formacién de vasos sanguineos nuevos de endotelio preexistente, esta implicada
en la patogénesis de una variedad de trastornos. Estos incluyen tumores sdlidos y
metastasis, arterosclerosis, fibroplasia retrolental, hemangiomas, inflamacion

cronica, sindromes neovasculares intraoculares, como retinopatias proliferativas,



por ejemplo, retinopatia diabética, degeneracion macular relacionada con la edad
(AMD, por sus siglas en inglés), glaucoma neovascular, rechazo inmune de teiido
corneal trasplantado y otros tejidos, artritis reumatoide, y psoriasis. Folkman et al.,
J. Biol. Chem., 267: 10931-10934 (1992); Klagsbrun et al., Annu. Rev. Physiol., 53:
217-239 (1991); y Garner A., "Vascular diseases", En: Pathobiology of Ocular
Disease. A Dynamic Approach, Garner A., Klintworth GK, eds., 2da Edicion
(Marcel Dekker, NY, 1994}, pp 1625-1710.

En el caso del crecimiento del tumor, la angiogénesis parece ser crucial
para la transicion de hiperplasia a neoplasia, y para proporcionar nutriciéon para el
crecimiento y metastasis del tumor. Folkman et al., Nature, 339: 58 (1989). La
neovscularizacion permite a las células del tumor adquirir una ventaja de
crecimiento y autonomia proliferativa en comparaciéon con las células normales.
Un tumor generalmente comienza como una sola célula aberrante que prolifera
solamente a un tamafio de unos pocos milimetros clibicos debido a las distancias
de los lechos capilares disponibles y puede permanecer “latente” sin mayor
crecimiento y diseminacion por un largo periodo de tiempo. Algunas células
tumorales luego cambian al fenotipo angiogénico para activar las células
endoteliales, que proliferan y maduran en nuevos vasos sanguineos capilares.
Estos vasos sanguineos recientemente formados no solo permiten el crecimiento
continuado del tumor primario, pero también de la diseminacion y recolonizacién
de células de tumor metastaticas. Por consiguiente, se ha observado una
correlacién entre la densidad de los microvasos en secciones del tumor v la
supervivencia de pacientes en cancer de mama asi como en diversos tumores.
Weidner et al., N. Engl. J. Med, 324: 1-6 (1991); Horak et al., Lancet, 340: 1120-
1124 (1992); Macchiarini et al., Lancet, 340: 145-146 (1992). Los mecanismos
precisos que controlan el cambio angioénico no se comprenden bien, pero se cree
que la neovascularizacion de la masa tumoral resulta del balance netos de una
multitud de inhibidores y estimuladores de angiogénesis (Folkman, 1985, Nat Med
1(1):27-31).

El proceso del desarrollo vascular esta completamente regulado. Hasta el
momento un numero significativo de moléculas, la mayoria factores segregados
por celulas circundantes han demostrado regular la diferenciacion, proliferacion,
migracién y combinacién en estructuras similares a cuerdas de EC. Por ejemplo,
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés) ha

sido identificado como el factor clave implicado en la estimulacidon de angiogenesis



y la induccién de permeabilidad vascular. Ferrara et al., Endocr. Rev., 18: 4-25
(19987). El hallazgo de que la pérdida de incluso un solo alelo de VEGF resulta en
la mortalidad embridnica sefiala un rol iremplazable que cumple este factor en el
desarrollo y diferenciacion del sistema vascular. Asimismo, se ha demostrado que
VEGF es un mediador clave de neovascularizacion asociado con tumores y
trastornos intraoculares. Ferrara et al., Endocr. Rev., supra. El ARNm de VEGF
es sobreexpresado por la mayoria de los tumores humanos examinados.
Berkman et al., J. Clin. [nvest., 91: 153-159 (1993); Brown et al., Human Pathol.,
26: 86-91 (1995); Brown et al., Cancer Res., 53: 4727-4735 (1993); Mattern et al.,
Brit. J. Cancer , 73: 931-934 (1996); Dvorak et al., Am. J. Pathol., 146: 1029-1039
(1995).

Algunas de las etapas dura la formacién de tubo del vaso son aun
pobremente definidas. Particularmente, se sabe poco sobre como se regula la
tubologénesis --como las cuerdas vasculares progresan para tornarse tubos, y qué
factores regulan esta transicion. En vista del rol de la vasculogenésis y la
angiogénesis en muchas enfermedades y trastornos, es conveniente tener medios
para reducir o inhibir uno 0 mas de los efectos biolégicos que causan estos
procesos. Todas las referencias citadas en la presente, incluidas las solicitudes

de patente y publicaciones se incorporan a modo de referencia en su totalidad.

SINTESIS DE LA INVENCION

La invencion se basa, en parte, en una variedad de anticuerpos al EGFL7.
El EGFL7 presenta un blanco terapéutico importante y ventajoso, y la invencion
proporciona anticuerpos como agentes terapéuticos y de diagnosticos para el uso
en tratamiento de afecciones patolégicas asociadas con la expresion y/o actividad
de EGFL7. Por consiguiente, la invencion proporciona métodos, composiciones,
kits y articulos de fabricacién relacionados con EGFL7.

Por ejemplo, en algunas realizaciones, la invencidn proporciona anticuerpos
anti-EGFL7. En algunas realizaciones, la invencion proporciona un anticuerpo
anti-EGFL7 que comprende un dominio variabie que comprende al menos uno,
dos, tres, cuatro o cinco secuencias de region hipervariable (HVR, por sus siglas
en inglés) seleccionadas del grupo que consiste de: (i) HVR-L1 que comprende
KX1SX2SX3DYXGDSYXsS, endonde X;es Ao R; XoesHo Q; Xses Go V: X4 se
selecciona del grupo que constade D, L, R, S,y W, y Xs es M o V (SEC ID N°
210); (i) HVR-L2 que comprende GASXX;EXs, en donde X; es N o Y: X; se
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selecciona del grupo que constade L, Ry Y; y X; es Q 0 S (SEC ID N°: 211); {iii)
HVR-L3 que comprende QQNNEX PX.T, en donde Xy esDo E;y X;esFoY
(SEC ID N°: 212); (iv) HVR-H1 que comprende GX;X2X3X4TYGXsS, en donde X;
es HoV; X;es Ro T, X3 se selecciona del grupo que constade F, G, R, ¥y S; X4
se selecciona del grupo que constade D, G, R,y T; y Xs es Mo Y (SEC ID Ne:
213); (v) HVR-H2 que comprende GWINX 1 XoSGVPTX3AXXsXeX7Xg, en donde X,
se selecciona del grupo que constade |, M, T, y W, X; es H o R; X; se selecciona
del grupo que constade |, M, T, y Y; X4 es D o H; Xs se selecciona del grupo que
constade D, My T; XgesFoY; X;es Ko S;yXses GoR (SEC ID N° 214; y (iv)
HVR-H3 que comprende AX.LGSX;AVDX3, en donde X; es N o0 R; X; es
seleccionado del grupo que constade C, S,y Y, y Xses Ao Y (SEC ID N° 215).
En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-EGFL7 comprende todas las seis HVR
anteriormente mencionadas. En algunas realizaciones, HVR-L.1 comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID N° 31 y 37-43, HVR-L2
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consta de
SEC ID N° 32 y 44-47, HVR-L3 comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consta de SEC ID N° 33 y 48, HVR-H1 comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consta de SEC ID N
34 y 49-57, HVR-H2 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consta de SEC ID N°: 35 y 58-73, y HVR-H3 comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consta de SEC ID N% 36 y 74-77. En
algunas realizaciones la cadena pesada comprende las siguientes secuencias de
marco: FR-H1 comprende EX{QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS, en donde X, es
oV (SEC ID N° 216); FR-HZ comprende WVRQAPGKGLEWYX,, en donde X, es |
0 \Y (SEC ID Ne: 217), FR-H3 comprende
RFTX1SX2DX3SXsXsTXs YLQMNSLRAEDTAVYX;CAR, en donde X;es Fo |; Xz es
LoR; Xzes No T, X4 se selecciona del grupo que constade A, E,Ky T; XsesNo
S; Xs se selecciona del grupo que constade A, L, M, TyV;yX;esFo Y (SECID
N°: 218); y FR-H4 comprende WGQGTLVTVSS (SEC ID N° 219). En algunas
realizaciones, la cadena pesada comprende las siguientes secuencias marco. FR-
H1 comprende EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEC ID N° 197); FR-H2
comprende WVRQAPGKGLEWVY (SEC ID N° 198); FR-H3 comprende
RFTISX1DNSKNTXZYLQMNSLRAEDTAVYYCAR, en donde X; L 0 R; X; es
seleccionado del grupo que constade A, L, M, T y V (SEC ID N° 220); y FR-H4
comprende WGQGTLVTVSS (SEC ID N° 200). En algunas realizaciones, la
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cadena liviana comprende las siguientes secuencias marco: FR-L1 comprende
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID N° 201); FR-L2 comprende
WYQQKPGKAPKLLIY (SEC ID Ne: 202, FR-L3 comprende
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC ID N° 203), FR-L4
comprende FGQGTKVEIK (SEC ID N°: 221) o FGQGTKVEIKR (SEC ID N°: 204).
En algunas realizaciones, la cadena liviana comprende la secuencia de dominio
variable de 4F11.v17 0 4F11.v22 como se muestra en la Figura 15 (SEC ID N°; 82
y 83). En algunas realizaciones, la cadena pesada comprende la secuencia de
dominio variable de 4F11.v17 o 4F11.v22 como se muestra en la Figura 16 (SEC
ID N°: 84 y 85). En algunas realizaciones, la invencién proporciona un anticuerpo
en donde la cadena liviana comprende la secuencia de dominio variable de
4F11.v17 o 4F11.v22 como se muestra en la Figura 15 (SEC ID N° 82) y la
cadena pesada comprende la secuencia de dominio variable de 4F11.v17 como se
muestra en la Figura 16 (SEC ID N° 84). En algunas realizaciones, la invencion
proporciona un anticuerpo en donde la cadena liviana comprende la secuencia de
dominio variable de 4F11.v22 como se muestra en la Figura 15 (SEC ID N° 83) y
la cadena pesada comprende la secuencia de dominio variable de 4F11.v22 como
se muestra en (a Figura 16 (SEC ID N°; 85).

En algunas realizaciones, la invencién proporciona un anticuerpo anti-
EGFL7 que comprende un dominio variable que comprende al menos uno, dos,
tres, cuatro o cinco secuencias HVR seleccionadas del grupo que consta de: (i)
HVR-L1 que comprende XiXoXsXiXsXgVX7XgXeX10lTYLX4y, en donde X; se
selecciona del grupo que constade L, Q, R, S, y T; X; se selecciona del grupo que
constade P, T,yW; XsesHo0 S, X4sesDoQ; XsesGoS; XgesLoV: X;esHo
P; Xs se selecciona del grupo que constade |, L, P, T, y Y, X5 se selecciona del
grupo que consta de N, Q 0 S; X4 es seleccionado del grupo que consta de A, G,
y S; ¥y X11 es G o H (SEC ID N°: 222); (ii) HVR-L2 que comprende RVSNX;X,S, en
donde Xi es D 0 R; y X; se selecciona del grupo que constade A, G, F, |,y T
(SEC ID N°: 223); (iii) HVR-L3 que comprende X;QSXoX3VPLT, en donde Xy se
selecciona del grupo que constade A, G, |, K,L, N, S, T,yV; X;esCo T,y Xs es
F o H (SEC ID N° 224); (iv) HVR-H1 que comprende GYXX2X3DX4YXsN, en
donde X; es N o T; X; es F 0 V; X3 se selecciona del grupo que consta de |, M, R,
y 8; X4 se selecciona del grupo que constade Y, Q, yK;y Xses | o M (SEC ID N
225); (v) HVR-H2 que comprende GDINX X2X3XsXsXsHX7XeXoX10X11X12X13, €n

donde X, se selecciona del grupo que consta de A, L, N, y P; X, se selecciona de!
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grupo que consta de D, L, y R; X3 se selecciona del grupc que consta de G, K, N,
R, S,y Y; Xses G o S; Xs se selecciona del grupo que constade G, |, K,R, S, T,y
V; Xg se selecciona del grupo que consta de G, R, y T; X; se selecciona del grupo
queconstadel, V,yY; Xges N o S; Xq se selecciona del grupo gue consta de A,
NyQ; XioesKoV; Xi1esFoQ; Xi2es Ko T; y X3 se selecciona del grupo que
consta de G, H, R, y S (SEC ID N° 226), y (vi HVR-H3 que comprende
X1REGVYHX,;YDDYAX;DY, en donde X, se selecciona del grupo que consta de A,
N,yT, X;esDoP;yX;es Mo W(SEC ID N°: 227). En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-EGFL7 comprende todas las seis HVR anteriormente
mencionadas. En algunas realizaciones, HVR-L1 comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada de SEC ID N° 100 y 106-124, HVR-L2 comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consta de SEC ID N°: 101
y 125-129, HVR-L3 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consta de SEC ID N° 102 y 130-145, HVR-H1 comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consta de SEC ID N°: 103
y 146-153, HVR-H2 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consta de SEC ID N% 104 y 154-187, y HVR-H3 comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consta de SEC ID N°: 105
y 188-192. En algunas realizaciones, la cadena pesada comprende las siguientes
secuencias marco: FR-H1 comprende EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS
(SEC ID N°: 197); FR-H2 comprende WVRQAPGKGLEWX,, en donde X, eslo V
(SEC ID N°: 228); FR-H3 comprende
RX4TX2SX3DX4SXsXs TX7Y XeQMNSLRAEDTAVYYC, en donde Xses Fo V: Xz es
| o L; X5 se selecciona del grupo que constade L, R, y V; X4 es Ko N; Xs se
selecciona del grupo que constade K, N, R, y S; Xs es N 0 S; X; se selecciona del
grupo que consta de A, L,y V, y Xges L o M (SEC ID N° 229); y FR-H4
comprende WGQGTLVTVSS (SEC ID N° 200). En algunas realizaciones, la
cadena pesada comprende las siguientes secuencias marco. FR-H1 comprende
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEC ID N° 197), FR-H2 comprende
WVRQAPGKGLEWY  (SEC ID Ne: 198); FR-H3 comprende
RFTISRDX;SKNTXYLQMNSLRAEDTAVYYCAR, en donde X4 N o K; y X; se
selecciona del grupo que consta de A, L, y V (SEC ID N° 230); y FR-H4
comprende WGQGTLVTVSS (SEC ID N° 200). En algunas realizaciones, la
cadena liviana comprende las siguientes secuencias marco: FR-L1 comprende
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID Ne° 201); FR-L2 comprende
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WYQQKPGKAPKLLIY  (SEC ID Ne: 202); FR-L3  comprende
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC ID N° 203); FR-L4
comprende FGQGTKVEIK (SEC ID N° 221) o FGQGTKVEIKR (SEC ID N°: 204).
En algunas realizaciones, la cadena liviana comprende la secuencia de dominio
variable de 18F7.v6 o 18F7.v6k como se muestra en la Figura 27 (SEC ID N°: 193
y 194). En algunas realizaciones, la cadena pesada comprende la secuencia de
dominio variable de 18F7.v6 o 18F7v6k como se muestra en la Figura 28 (SEC ID
N°: 195 y 196). En algunas realizaciones, la invencion proporciona un anticuerpo
en donde la cadena liviana comprende la secuencia de dominio variable de
18F7.v6 como se muestra en la Figura 27 (SEC ID N° 193) y la cadena pesada
comprende la secuencia de dominio variable de 18F7.v6 como se muestra en la
Figura 28 (SEC ID N°: 195). En algunas realizaciones, la invencién proporciona
un anticuerpo en donde la cadena liviana comprende la secuencia de dominio
variable de 18F7.v6k como se muestra en la Figura 27 (SEC ID N° 194) y la
cadena pesada comprende la secuencia de dominio variable de 18F7.v6k como se
muestra en la Figura 28 (SEC ID N°: 196).

En algunas realizaciones, la invencion proporciona un anticuerpo donde al
menos una porcion de la secuencia marco es una secuencia marco COnsenso
humana. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende la secuencia marco
de consenso del subgrupo 1 k humana. En algunas realizaciones, el anticuerpo
comprende la secuencia marco consenso del subgrupo Il humana de cadena
pesada.

En algunas realizaciones, la invencién proporciona un anticuerpo anti—
EGFL7 que es un anticuerpo biespecifico. En algunas realizaciones, el anticuerpo
biespecifico se une al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus
siglas en inglés), por ejemplo al mismo epitopo de VEGF como bevacizumab o
ranibizumab.

En algunas realizaciones, la invenciéon proporciona un acido nucleico que
codifica un anticuerpo de la invencién. En algunas realizaciones, la invencién
proporciona un vector que comprende dicho &cido nucleico. En algunas
realizaciones, la invencion proporciona una célula huésped que comprende el
acido nucleico o vector.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona una composicion que

comprende un anticuerpo de la invencién. En algunas realizaciones, ia



composicion comprende un portador. En algunas realizaciones, la composicion
esta en una composicion farmacéutica.

En algunas realizaciones, la invencién proporciona un método para hacer
un anticuerpo anti-EGFL7 mediante la expresién en una célula huésped adecuada
de un vector que comprende un Aacido nucleico que codifica un anticuerpo de la
invencién y la recuperacién del anticuerpo. En algunas realizaciones, la célula
huésped es procariota. En algunas realizaciones, la célula huésped es eucariota.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona un método para tratar un
tumor, un cancer o un trastorno proliferativo celular, el método comprende la
administracion de una cantidad efectiva de un anticuerpo anti-EGFL7 de la
invencién a un individuo que necesite dicho tratamiento. En algunas realizaciones,
la invencién proporciona un anticuerpo anti-EGFL7 para el uso en el tratamiento
de un tumor, un cancer, o un trastorno proliferativo celular. En algunas
realizaciones, el cancer se selecciona del grupo que consta de cancer de mama,
cancer colorrectal, cancer de pulmon, cancer de eséfago, cancer de vejiga, cancer
de ovario, cancer de pancreas, y carcinoma hepatocelular. En algunas
realizaciones, el cancer es cancer de mama, céancer colorrectal o cancer de
pulmén. En algunas realizaciones, el trastorno proliferativo celular es cancer.

En algunas realizaciones, el tratamiento también comprende una cantidad
efectiva de un segundo medicamento, en donde el anticuerpo anti-EGFL7 es un
primer medicamento. En algunas realizaciones, el segundo medicamento es otro
anticuerpo, un agente quimioterapéutico, un agente citotoxico, un agente anti-
angiogeénico, un agente inmunosupresor, un profarmaco, una citocina, un agonista
de citosina, radioterapia citotéxica, un corticosteroide, un antiemético, una vacuna
contra el cancer, un analgésico, o un agente inhibidor del crecimiento. En
algunas realizaciones, el segundo medicamento es un anticuerpo anti-VEGF, por
ejemplo, bevacizumab. En algunas realizaciones, el segundo medicamento se
administra con anterioridad o posterioridad a la administracién del anticuerpo anti-
EGFL7. En algunas realizaciones, el segundo medicamento se administra en
forma concurrente con el anticuerpo anti-EGFL7.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona un método de reduccion
o inhibicidn de la angiogénesis en un sujeto que padece una afeccion patoldgica
asociada con angiogénesis, que comprende la administracion a un sujeto de un
anticuerpo de la invencion, por lo tanto, se reduce o se inhibe la angiogénesis en
un sujeto. En algunas realizaciones, la invencién proporciona un anticuerpo de la
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invencion para el uso en el tratamiento de una afeccién patolégica asociada con
angiogeénesis. En algunas realizaciones, la afecciéon patolégica es una afeccion
neoplasica. En algunas realizaciones, la afecciéon patoldgica es una afeccién no
neoplasica. En algunas realizaciones, la afeccion no neoplasica se selecciona de
grupo que consta de diabetes y ofras retinopatias proliferativas, retinopatia de
premadurez, glaucoma neovascular, degeneracion macular relacionada con la
edad, edema macular diabético, neovascularizacién de coémea, neovascularizacion
de injerto de cérnea, neovascularizacién de retina/ de coroide.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona un método de
mejoramiento de la eficacia de un agente anti-angiogénesis en sujeto que padece
una afeccion patolégica asociada con la angiogénsis, que comprende la
administracion al sujeto de una cantidad efectiva de un anticuerpo de la invencion
en combinacién con el agente anti-angiogénsis, por lo tanto se mejora dicha
actividad inhibidora del agente de anti-angiogénesis. En algunas realizaciones, la
invencion proporciona un anticuerpo de la invencién para el uso en el
mejoramiento de la eficacia de un agente anti-angiogénesis en un sujeto que tiene
una afeccién patologica asociada con angiogénesis. En aigunas realizaciones, la
afeccion patolégica asociada con la angiogénesis es un tumor, cancer o trastorno
proliferativo celular. En algunas realizaciones, la afeccion patolégica asociada con
angiogenesis es una afeccion no neoplasica. En algunas realizaciones, la
afeccién no neoplasica se selecciona de grupo que consta de retinopatias
diabéticas y otras retinopatias proliferativas, retinopatia de premadurez, glaucoma
neovascular, degeneracién macular relacionada con la edad, edema macular
diabético, neovascularizacion de coérnea, neovascularizacion de injerto de cornea,
neovascularizacion de retinal/ coroidal. En algunas realizaciones, el agente ani-
angiogénesis se administra con anterioridad o posterioridad a la administracion del
anticuerpo anti-EGFL7. En algunas realizaciones, el agente anti-angiogénesis se
administra en forma concurrente con el anticuerpo anti-EGFL7. En algunas
realizaciones, el agente anti-angiogénesis s un agente anti-VEGF, un anticuerpo
ani-VEGF, por ejemplo, bevacizumab o ranibizumab.

En algunas realizaciones, la invencidn proporciona un método de reduccion
o inhibicién de perfusién y permeabilidad de un tumor en un sujeto, que
comprende la administracion al sujeto de un anticuerpo de la invencién. En
algunas realizaciones, la invencion proporciona un anticuerpo de la invencién para
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sujeto. En algunas realizaciones, el método o uso comprende la administracion de
un agente anti-angiogénesis, por ejemplo, un anti-VEGF (por ejemplo, un

anticuerpo anti-VEGF, como bevacizumab.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La FIGURA 1 muestra las secuencias de aminoacidos de EGFL7 de un
raton (SEC 1D N°% 1) y de humano (SEC ID N°. 2). Se indican las ubicaciones de
EMI1, EMI2, EGF y dominios doble alfa hélice (coiled- coiled). EI EGFL7 truncado
no tiene los dominios doble alfa hélice. La secuencia de péptidos EMI1 (SEC ID
N°: 3}, EMI2 (SEC ID N°: 4), y p2 (SEC ID N° 5), P4 (SEC ID N°: 8), p5 (SEC ID
N°: 7}, y p6 (SEC ID N°: 8) se subrayan.

La FIGURA 2 muestra una secuencia de aminoacidos del dominio liviano
variable del consenso Kappa | humano (SEC ID N°: 9), y 4F11.v1 (SEC 1D N°: 10).
Las posiciones se numeran de acuerdo con Kabat y las regiones hipervariables se
encajonan.

La FIGURA 3 muestra una secuencia de aminoacidos del dominio pesado
variable del consenso subgrupo Il humano (SEC ID N° 11), y 4F11.v1 (SEC ID
N°: 12). Las posiciones se numeran de acuerdo con Kabat y las regiones
hipervariables se encajonan.

La FIGURA 4 muestra oligonucleétidos utilizados para conmutar posiciones
en la Genoteca de Interruptor de Marco (Framework Toggle Library). La
secuencia de ADN de 4F11.v1 y los oligonucledtidos utilizados para generar el
interruptor de marco como se muestra. Las secuencias de aminoacidos de
algunas regiones resultantes de interruptor de marco u originales también se
muestran. En algunos casos los residuos de aminoacidos adicionales también se
incorporan en base a como los codones degenerados fueron disefiados. Los
identificadores de secuencia se muestran en paréntesis a la derecha de la
secuencia correspondiente (SEC ID N°: 13-28).

La FIGURA 5 muestra resultados que demuestran que la unién de mu4F11
a EGFL7 puede bloquearse mediante el Péptido 2 (SEC ID N° 5), pero no
mediante la superposicién de Péptidos 1 o 3 (SEC ID N° 29 y 30,
respectivamente) o un péptido de control aleatorio.

La FIGURA 6 muestra la unién de fago que muestra 4F11.v1 Fab a EGFL7
truncado inmovilizado en una placa de microtitulacion. Ambas muestras de fago
4F11.v1 muestran mayor unién a EGFL7 inmovilizado como una funcién de mayor
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concentracion de fago. Un fago de control muestra un antecedente de unién
similar a los niveles del fago 4F11.v1 a bajas concentraciones de fago lo que
sugiere cierta interaccion fago—EGFL7 no especifica.

La FIGURA 7 muestra la union de fago que muestra 4F11.v1 Fab al dominio
EMI2 o péptido p2 biotinilado ya sea a través de un amino libre o un tiol libre.

La FIGURA 8 muestra la abundancia de residuos encontrada en cada
posicién de marco durante el Interruptor de Marco. Se enumeran los aminoacidos
introducidos en cada posicién del marco durante el Interruptor de Marco.

La FIGURA 9 muestra los cambios en una secuencia CDR observados en
cada una de las § “genotecas de posicion unica” (SPL, por sus siglas en inglés)
para cada uno de los 3 marcos. Las genotecas se separaron por el marco
utilizado (4F11.v1, 4F11.v2 y 4F11.v3). Los cambios obtenidos de cada una de
las SPL respecto de la secuencia CDR particular se resaltan. Las secuencias VL y
VH fuera de estos cambios fueron idénticas al marco correspondiente y ahora se
muestran. Los identificadores de secuencia se muestran en paréntesis a la
derecha de la secuencia éorrespondiente (SEC ID N° 31-77). Las secuencias
individuales que aparecen mas de una vez pueden no siempre tener un
identificador de secuencia correspondiente.

La FIGURA 10 muestra el disefioc de genoteca y marco para e dominio
liviano variable de genotecas limitadas 1 y 2. La secuencia de aminoacidos
consenso Kappa | humana (SEC ID N° 9), y 4F11.v1 (SEC ID N°: 10) se muestran
en comparacion con el patrén utilizado para la genoteca 1 (SEC ID N°: 78), y
genoteca 2 (SEC ID N° 79). Las posiciones que se distribuyeron en forma
aleatoria a todos los 20 aminoacidos se muestran con barra a través del
aminoacido.

La FIGURA 11 muestra el disefio de genoteca y marco para el dominio
pesado variable de genotecas limitadas 1 y 2. La secuencia de aminoacidos
consenso subgrupo Il humana (SEC ID N° 11), y 4F11.v1 (SEC ID N°: 12) se
muestran en comparacion con el patrén utilizado para la genoteca 1 (SEC ID N°;
80), y genoteca 2 (SEC ID N°: 81). Las posiciones que se distribuyeron en forma
aleatoria a todos los 20 aminoacidos se muestran con barra a través del
aminoacido.

La FIGURA 12 muestra la frecuencia de cambios observados en posiciones
aleatorias en genotecas limitadas 1 y 2. Se muestra la preferencia de los

aminoacidos seleccionados en las posiciones 53 y 54 en la cadena liviana y 29,
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52, y 98 en la cadena pesada. Se informa la preferencia (Sigma) para cualquier
aminoacido como el nimerc de desviaciones estandar sobre un suceso aleatorio
de un residuo dado en la genoteca lo que presupone una distribucién binomial de
aminoacidos. La puntuacién por estos métodos determina los sesgos de codén
esperados y las estadisticas de muestras que establecen un consenso.

Las FIGURAS 13 & 14 muestran la inhibicién de adhesién de HUVEC a
EGFL7 de raton o humano inmovilizado in vitro mediante variantes 4F11
humanizadas. Se dejo a las HUVEC (20.000 células/ pocillo) adherir a placas de
96 pocillos recubiertas con 5pg/ml EGFL7 humano o murino en la presencia de
mayores concentraciones de anticuerpo. El nimero de células que atin adhirieron
a las placas luego del lavado se contaron y se calcularon como el porcentaje de
células totales colocadas en cada pocillo.

La FIGURA 15 muestra una secuencia de aminoacidos del dominio liviano
variable del consenso Kappa | humano (SEC ID N°: 9), 4F11.v1 (SEC ID N°: 10),
4F11.v17 (SEC ID N° 82), y 4F11.v22 (SEC ID N°: 83). Las posiciones se
numeran de acuerdo con Kabat y las regiones hipervariables se encajonan.

La FIGURA 16 muestra una secuencia de aminoacidos del dominio pesado
variable del consenso subgrupo Il humano (SEC ID N°: 11), 4F11.v1 (SEC ID N°:
12), 4F11.v17 (SEC ID N°: 84), y 4F11.v22 (SEC ID N°: 85). Las posiciones se
numeran de acuerdo con Kabat y las regiones hipervariables se encajonan.

La FIGURA 17 muestra una secuencia de aminoacidos del dominio liviano
variable del consenso Kappa | humano (SEC ID N° 9), y el 18F7-injerto (SEC ID
N°: 86). Las posiciones se numeran de acuerdo con Kabat y las regiones
hipervariables se encajonan.

La FIGURA 18 muestra la secuencia de aminoacidos del dominio pesado
variable del consenso subgrupo Il humano (SEC ID N° 11), y el 18F7-injerto
(SEC ID N°: 87). Las posiciones se numeran de acuerdo con Kabat y las regiones
hipervariables se encajonan.

La FIGURA 19 muestra oligonucledtidos utilizados para conmutar
posiciones en la Genoteca de Interruptor de Marco (Framework Toggle Library).
Se muestra la secuencia de 18F7-injerto y los oligonuclettidos utilizados para
generar €l interruptor de marco. Las secuencias de aminoacidos de algunas
regiones resultantes de interruptor de marco u originales también se muestran. En
algunos casos los residuos de aminoécido adicionales también se incorporan en

base a como fueron disefiados los codones degenerados. Los identificadores de
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secuencia se muestran en paréntesis a la derecha de la secuencia
correspondiente (SEC ID N°: 88-99).

La FIGURA 20 muestra resultados que demuestran que la union de
mu18F7 a EGFL7 puede bloquearse mediante EMI1 (SEC ID N°: 3) o Péptido P5
(SEC ID N° 7), pero no mediante Péptidos P4 o P6 (SEC ID N° 6 y 8,
respectivamente). Los fibroblastos embriénicos de pollo se transfectaron con un
plasmido que contiene el ADNc de EGFL7 humano de longitud completa de HA
identificado. El lisado celular preparado de células transfectadas se
inmunoprecipité con mu18F7 en la presencia de péptidos competitivos de exceso
de 200 veces. Los inmunoprecipitados se analizaron mediante el método western
blot utilizando un anticuerpo anti-HA.

La FIGURA 21 muestra la union de fago que muestra 18F7-injerto Fab a
huEGFL7 truncado inmovilizado en una placa de microtitulacién. Ambas muestras
de fago 18F7-injerto muestran mayor unién a EGFL7 inmovilizado como una
funcidbn de mayor concentracion de fago. Un fago de control muestra un
antecedente de union similar a los niveles del fago 18F7-injerto a bajas
concentraciones de fago lo que sugiere cierta interaccién fago—-EGFL7 no
especifica.

La FIGURA 22 muestra la unién de fago que muestra 18F7-injerto Fab al
dominic EMI1 o péptido p5 biotinilado ya sea a través de un amino libre o un tiol
libre. |

La FIGURA 23 muestra la abundancia de residuos encontrada en cada
posicion de marco durante el Interruptor de Marco. Se enumeran los aminoacidos
introducidos en cada posicion del marco durante el Interruptor de Marco.

La FIGURA 24 muestra los cambios en una secuencia CDR observados en
cada una de las 6 SPL para cada uno de los 3 marcos. Las genotecas se
separaron mediante el marco utilizado (18F7-injerto, 18F7-K, 18F7-KV, y 18F7-
KA). Los cambios obtenidos de cada una de las SPL respecto de la secuencia
CDR particular se resaitan. Las secuencias VL y VH fuera de estos cambios
fueron idénticas al marco correspondiente y ahora se muestran. Los
identificadores de secuencia se muestran en paréntesis a la derecha de la
secuencia correspondiente (SEC ID N° 100-192). Las secuencias individuales
que aparecen mas de una vez pueden no siempre tener un identificador de
secuencia correspondiente.

21



14

La FIGURA 25 muestra la inhibicion de adhesion de HUVEC a EGFL7 de
ratén o humano inmovilizadoe in vitro mediante variantes 18F7 humanizadas. Se
dejo a las HUVEC (20.000 células/ pocillo) adherir a placas de 96 pocillos
recubiertas con Sug/ml EGFL7 humano o murino en ia presencia de mayores
concentraciones de anticuerpo. El nimero de células que aln adhirieron a las
placas luego del lavado se contaron y se calcularon como el porcentaje de células
totales colocadas en cada pocillo.

La FIGURA 26 muestra la inhibicién de la migracion transpocillo de HUVEC.
Se cultivaron HUVEC (50.000 células por pocillo) durante 16 horas en las camaras
superiores de placas de transpocillo y las membranas en las cdmara superior se
recubrieron con 5ug/ml de proteina de EGFL7 humano recombinante. Las
diversas concentraciones de anticuerpo de control (anti-IgE) o variantes diferentes
de 18F7 se agregaron al medio de cultivo en las cadmaras superiores e inferiores,
mientras que 20 ng/ml de VEGF-165 se agregaron a los pocillos inferiores para
estimular la migracion de HUVEC. Las células que migraron a las partes inferiores
de las camaras superiores se contaron y graficaron respecto de los anticuerpos
(anticuerpos y concentraciones).

La FIGURA 27 muestra una secuencia de aminoacidos del dominio liviano
variable del consenso Kappa | humano (SEC ID N° 9), 18F7-injerto (SEC ID N°:
86), 18F7.v6 (SEC ID N°: 193), y 18F7.v6k (SEC ID N°: 194). Las posiciones se
numeran de acuerdo con Kabat y las regiones hipervariables se encajonan.
Cuando no se muestra la secuencia para 18F7.v6k (en las segundas y terceras
partes de la alineacion), la secuencia correspondiente es idéntica a secuencia
para 18F7 .v6.

La FIGURA 28 muestra una secuencia de aminoacidos del dominio pesado
variable del consenso subgrupo Il humano (SEC ID N°: 11), 18F7-injerto (SEC ID
N°: 87), 18F7.v6 (SEC ID N°: 195), y 18F7.v6k (SEC ID N°: 196). Las posiciones
se numeran de acuerdo con Kabat y las regiones hipervariables se encajonan.
Cuando no se muestra la secuencia para 18F7.v6k (enAlas primeras y terceras
partes de la alineacién), la secuencia correspondiente es idéntica a la secuencia
para 18F7.v6.

La FIGURA 29 muestra la inhibicion del crecimiento del tumor de
xenoinjerto H1299 utilizando hu18F7.v6k solo y en combinacidén con un anticuerpo
anti-VEGF.
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La FIGURA 30 muestra la inhibicion del crecimiento del tumor de
xenoinjerto LXFL 1674 utilizando hu18F7.v6k solo y en combinacién con un
anticuerpo anti-VEGF.

La FIGURA 31 muestra la inhibicion de vascularizacién de traque neonatai
utilizando hu18F7.v6k solo y en combinacién con un anticuerpo anti-VEGF.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invenciéon proporciona métodos, composiciones, kits y articulos de
fabricacion para anticuerpos anti-EGFL7.

Los detalles de estos métodos, composiciones, kits y articulos de fabricacién se
proporcionan en la presente.

Técnicas Generales

Las técnicas y procedimientos descriptos o mencionados en la presente son
generalmente correctamente comprendidos y cominmente se emplean utilizando
metodologia convencional por aquellos con experiencia en la técnica, por ejemplo,
las metodologias ampliamente utilizadas en Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual 3ra. edicién (2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y. CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M.
Ausubel, et al. eds., (2003)); las series METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic
Press, Inc.): PCR 2: A PRACTICAL APPROACH (M. J. MacPherson, B. D. Hames
y G. R. Taylor eds. (1995)), Harlow y Lane, eds. (1988) ANTIBODIES, A
LABORATORY MANUAL, y ANIMAL CELL CULTURE (R. i. Freshney, ed. (1987)).

Definiciones

Un anticuerpo “aislado” es uno que ha sido identificado y separado yfo
recuperado de un componente de su ambiente natural. Los componentes
contaminantes de su ambiente natural son materiales que interferirian con los
usos diagnésticos o terapéuticos para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas,
hormonas y otros solutos proteicos o no proteicos. En realizaciones preferidas, el
anticuerpo sera purificado (1) a mas de 95% en peso del anticuerpo como se
determina por el método Lowry, y mas preferentemente mas de 99% en peso, (2)
a un grado suficiente para obtener al menos 15 residuos de secuencia de
aminoacidos interna o N-terminal mediante el uso de un secuenciador de taza
giratoria, o (3) a homogeneidad mediante SDS-PAGE bajo condiciones de
reduccion o no reduccién utilizando azul Coomassie o, preferentemente tincion de

plata.  Anticuerpo aislado incluye el anticuerpc in situ dentro de células
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recombinantes dado que al menos un componente del ambiente natural del
anticuerpo no estara presente. Generalmente, sin embargo, el anticuerpo aislado
se preparara mediante al menos una etapa de purificacion.

Una molécula de acido nucleico “aislada” es una molécula de acido nucleico
gue es identificada y separada de al menos una molécula de acido nucleico
contaminante con la que generalmente esta asociada en la fuente natural del
acido nucleico del anticuerpo. Una molécula de 4cido nucleico asilada esta de
otra manera que en forma o ambiente en que se encuentra en la naturaleza. Las
moléculas de acido nucleico aislado, por lo tanto, se distinguen de la molécula de
acido nucleico como existe en las células naturales. Sin embargo, una molécula
de acido nucleico asilado incluye una molécula de acido nucleico contenida en
células que generalmente expresan un anticuerpo donde, por ejemplo, la molécula
de acido nucleico estd en una ubicacion cromosomal diferente de las células
naturales.

El término “anticuerpo anti-EGFL7” o “anticuerpo que se une a EGFL7” se
refiere a un anticuerpo que es capaz de unirse a EGFL7 con suficiente afinidad de
manera que el anticuerpo es util como agente de diagndstico y/o terapéutico para
tratar EGFL7. En ciertas realizaciones, un anticuerpo que se une a EGFL7 tiene
una constante de disociacion (Kd) de < 1uM, €100 nM, €10 nM, €1 nM, 0 £ 0,1
nM.

“‘Afinidad de union” se refiere, generalmente, a la fuerza de la suma total de
interacciones no covalentes entre un solo sitio de unién de una molécula (por
ejemplo, un anticuerpo) y su compariero de unién (por ejemplo, un antigeno).
Salvo que se indique del modo contrario, como se utiliza en la presente “afinidad
de unién” se refiere a la afinidad de unién intrinseca que refieja una interaccién 1:1
entre los miembros de un par de union (por ejemplo, un anticuerpo y antigeno). La
afinidad de una molécula X para su compafero Y puede representarse
generalmente por la constante de disociacion (Kd). La afinidad puede medirse por
métodos comunes conocidos en la técnica, con inclusién de aquelios descriptos en
la presente. Los anticuerpos de baja afinidad generalmente se unen al antigeno
lentamente y tienden a disociar facilmente, mientras que los anticuerpos de alta
afinidad generalmente unen al antigeno mas rapido y tienden a permanecer
unidos por mas tiempo. Una variedad de métodos de medicién de afinidad de
union son conocidos en la técnica, cualquiera de los cuales pueden utilizarse para
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los fines de la presente invencion. Las realizaciones ilustrativas especificas son
descriptas a continuacién.

En una realizacién el “Kd” o “valor Kd” de acuerdo con la invencién se mide
mediante un ensayo de unién de antigeno radiomarcado (RIA, por sus siglas en
inglés) llevado a cabo con la versién Fab de un anticuerpo de interés y su antigeno
como se describe por el siguiente ensayc que mide la afinidad de unidén de
solucion de Fabs para antigeno mediante el equilibrio de Fab con un
concentracién minima de antigeno marcado (°l) en la presencia de series de
titulacion de antigeno no marcado, luego se captura el antigeno unido con una
placa recubierta de anticuerpo anti-Fab (Chen, et al., (1999) J. Mol Biol 293:865-
881). A los fines de establecer las condiciones para el ensayo, las placas de
microtitulacién (Dynex) se cubren durante la noche con 5 pg/ml de un anticuerpo
anti-Fab de capturacién (Cappel Labs) en 50 mM de carbonato de sodio (pH 9,6),
y posteriormente bloqueado con 2% (p/v) albumina de suero bovino en PBS
durante dos a cinco horas a temperatura ambiente (aproximadamente 23°C). En
una placa no absorbente (Nunc #269620), 100 pM o 26 pM ['®l]-antigeno se
mezclan con diluciones en serie de un Fab de interés (bor ejemplo, consistente
con la evaluacion de un anticuerpo anti-VEGF, Fab—12, en Presta et al., (1997)
Cancer Res. 57:4593-4599). E! Fab de interés se incuba durante la noche, sin
embargo, la incubacién puede continuar por un periodo mas largo (por ejemplo, 65
horas) para asegurar que se alcance el equilibrio. Luego, las mezclas se
transfieren a la placa de captura para la incubacion a temperatura ambiente (por
ejemplo, durante una hora). La solucion luego se extrae y la placa se lava ocho
veces con 0,1% Tween™-20 en PBS. Cuando las placas se han secado, se
agregan 150 pl/pocillo de centellante (MicroScint™-20; rPackard), y las placas se
cuentan en un contador TopCount gamma (Packard) durante diez minutos. Las
concentraciones de cada Fab que proporcionan 20% de unién maxima o menos
son elegidas para el uso en ensayos de unién competitivos. De acuerdo con otra
realizacion, el Kd o valor Kd se mide mediante el uso ensayo de resonancia de
plamén de superficie usando un BlAcore™-2000 o un BlAcore™-3000 (BlAcore,
Inc., Piscataway, NJ) a 25°C con chips CM5 de antigeno inmovilizado a ~10 de
unidades de respuesta (RU, por sus siglas en inglés). Brevemente, chips
bisensores de dextrano carboximetilado (CM5, BlAcore Inc.) se activan con
clorhidrato de N-etil-N'- (3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC, por sus siglas
en inglés) y N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del
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proveedor. El antigeno se diluye con 10mM de acetato de sodio, pH 4,8, en Spg/m
(~0,2uM) antes de la inyeccién a una tasa de flujo de Spl/minuto para lograr
aproximadamente 10 unidades de respuesta (RU) de proteina acoplada. Luego de
la inyeccién de antigeno, se inyecta 1M etanolamina para bloguear grupos sin
reaccion. A los fines de las mediciones cinéticas, diluciones en serie de dos veces
de Fab (0,78 nM a 500 nM) se inyectan en PBS con 0,05% Tween™ 20 (PBST) a
25°C a una tasa de flujo de aproximadamente 25ul/min. Las tasas de asociacién
(kon) ¥ tasas de disociacion (ko) se calculan usando un modelo de unién Langmuir
uno a uno simple (BlAcore™ Evaluation Software version 3.2) mediante el ajuste
simultaneo de sensorgrama de asociacién y disociacién. La constante de
disociacién de equilibrio (Kd) se calcula como la relacién keafkon. Ver, por ejemplo,
Chen, Y., et al., (1999) J. Mol. Biol. 293:865-881. Si una tasa excede 10° M &
mediante el ensayo de resonancia de plasmén de superficie anterior, luego la tasa
de asociacion puede determinarse mediante una técnica de neutralizacién
fluorescente que aumenta o disminuye la intensidad de emisién de fluorescencia
(excitacion = 295 nm; emisién = 340 nm, 16 nm pase de banda) a 25°C de un
anticuerpo de anti-antigeno de 20nM (forma Fab) en PBS, pH 7,2 en la presencia
de mayores concentraciones de antigeno como se mide en un espectdmetro,
como un espectémetro equipado de detencion de flujo (Aviv Instruments) o un
espectometro 8000-series SLM Aminco {ThermoSpectronic) con una cubeta de
agitacion.

El término “vector” como se utiliza en la presente, intenta hacer referencia a
una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al que ha
estado unido. Un tipo de vector es un “plasmido” que se refiere a un bucle de ADN
encadenado doble circular en el que pueden unirse segmentos de ADN
adicionales. Otro tipo de vector es un vector fago. Otro tipo de vector es un vector
viral, en donde los segmentos de ADN adicionales pueden unirse en el genoma
viral. Ciertos vectores son capaces de replicacion autonoma en una célula
huésped en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacteriales que tiene un
origen bacterial de replicaciéon y vectores de mamiferos episomales). Otros
vectores (por ejemplo, vectores de mamiferos no episomales) pueden integrarse
en el genoma de una célula huésped en el momento de la introduccidn en la célula
huésped y, por lo tanto, se replican junto con el genoma huésped. Asimismo,
ciertos vectores son capaces de dirigir la expresion de genes a los que estan

operativamente unidos. Dichos vectores son mencionados en la presente como
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‘vectores de expresion recombinantes” (0 simplemente “vectores recombinantes” o
“vectores de expresién”). En general, los vectores de expresién de utilidad en
técnicas de ADN recombinante estan generalmente en la forma de plasmidos. En
la presente memoria descriptiva, “plasmido” y “vector” pueden utilizarse
indistintamente.

“Polinucledtido” o “acido nucleico” se utilizan indistintamente en la presente
para hacer referencia a polimeros de nucleétidos de cualquier longitud, e incluyen
ADN o ARN. Los nucleétidos pueden ser desoxirribonucleétidos, ribonucleétidos,
nucledtidos modificados o bases, y/o sus andlogos, o cualquier sustrato que puede
incorporarse a un polimero mediante polimerasa de ADN o ARN, o mediante
reaccion sintética. Un polinucledtido puede comprender mucledtidos modificados,
como nucledtidos metilados y sus analogos. Si estan presentes, la modificaciéon a
la estructura nucledtido puede realizarse antes o después del ensamblaje del
polimero. La secuencia de nucledtidos puede ser interrumpida por componentes
no nucledtidos. Un polinucleétido puede ser mas modificado luego de la sintesis
como la conjugacion con un rotulo. Ofros tipos de modificaciones incluyen, por
ejemplo, “casquetes”, sustitucion de uno mas de los nucledtidos que ocurren
naturalmente con un analogo, modificaciones internucleétidas, como aquellas con
uniones no cargadas (por ejemplo, fosfonatos de metilo, fosfotriésteres,
fosfoamidatos, carbamatos, etc.), y con uniones cargadas (por ejemplo,
fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.), aquellas que contienen porciones pendientes,
por ejemplo, proteinas (por ejemplo, nucleasas, toxinas, énticuerpos, peptidos de
senal, poli-L-lisina, etc.), aquellos con intercaladotes (por ejemplo, acridina,
psoralen, etc.), aquellos que contienen quelatos (por ejemplo, metales, metales
radioactivos, boro, metales oxidativos, etc.), aguellos que contienen alquilantes,
aqguellos con uniones modificadas (por ejemplo, acidos nucleicos alfa anoméricos,
etc.) si como formas no modificadas del/ de los polinuceldtido(s). Ademas,
cualquiera de los grupos hidroxilo generalmente presentes en azlcares pueden
ser reemplazados, por ejemplo, por grupos fosfonatos, grupos fosfatos, protegidos
por grupos protectores estandar, o activados para preparar uniones adicionales a
nucleétidos adicionales, o pueden conjugarse a soportes solidos o semi-sélidos.
El OH terminal &' y 3’ puede ser fosforilado o sustituido con aminas o porciones de
grupo de casquete organicas desde 1 a 20 atomos de carbono. Otros hidroxilos
también pueden derivarse de grupos protectores estandar. Los polinuclettidos

también pueden contener formas analogas de azucares de ribosa o desoxirribosa
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que son generalmente conocidos en la técnica incluidos, por ejemplo, 2'-O-metil-,
2'-O-allito, 2'-fluor- o 2'-azido-ribosa, andlogos de azucar carboxilicos, aztcares
alfa—anoméricos, azlcares epiméricos como arabinosa, xilosas o lixosas,
azucares de piranosa, azicares de furanosa, sedoheptulosas, anélogos acilicos y
analogos de nucledsido basico, como metil ribosida. Una o mas uniones
fosfodiéster pueden ser reemplazados por grupos de union alternativos. Esos
grupos de unidn alternativos incluyen, sin limitacién, realizaciones en donde el
fosfato es reemplazado por P(O)S ("tioatc"), P(S)S ('diticato"), "(O)NR;
("amidato"), P(O)R, P(O)OR', CO o CH ; ("formacetal"), en el cual cada R o R' es
independientemente H o alquilo (1-20 C) sustituido o no sustituido que
opcionalmente contiene una union éter (-O-), arilo, alquenilo, cicloalguilo,
cicloalquenilo o aralquilo. No todas las uniones en un polinucleétido necesitan ser
idénticas. La descripcidn precedente se aplica a todos los polinucledtidos
mencionados en la presente, con inclusién de ARN y ADN.

“Oligonucledtido” como se utiliza en la presente, generalmente se refiere a
polinucleétidos cortos, generalmente de una sola cadena, generalmente sintéticos,
que en la generalidad, pero no necesariamente,, son de menos de
aproximadamente 200 nucledtidos de longitud. Los términos “oligonucleétido” y
“polinucledtido” no son mutuamente exclusivos. La descripcién anterior para
polinucledtidos es igual y totalmente aplicable a oligonucledtidos.

El término “EGFL7" (tambien llamado “dominio de tipo EGF, multiple 7)
como se utiliza en la presente, salve que especificamente 0 segin el contexto se
indique de otro modo, se refiere a cualquier polipéptido de EGFL7 nativo o
variante (ya sea nativo o sintético). El término “secuencia nativa” especificamente
abarca formas truncadas o segregadas que ocurren naturalmente (por ejemplo,
una secuencia de dominio extracelular), formas variantes que ocurren
naturalmente (por ejemplos formas unidas alternativamente) y variantes alélicas
que ocurren naturalmente. El término "EGFL7 de tipo salvaje” generalmente se
refiere a un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacido de una
proteina de EGFL7 que ocurre naturalmente. El término “secuencia EGFL7 de
tipo salvaje” generalmente se refiere a una secuencia de aminoacidos que se
encuentra en EGFL7 que ocurre naturalmente.

Los términos “anticuerpo” e “inmunoglobulina” se utilizan indistintamente en
el sentido amplio e incluyen anticuerpos monoclonales (por ejemplo, por ejemplo

anticuerpos monoclonales de longitud competa o intactos), anticuerpos
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policlonales, anticuerpos multivalentes, anticuerpo muitiespecificos (por ejemplo,
anticuerpos biespecificos siempre gue presenten la actividad biolégica deseada) y
también pueden incluir ciertos fragmentos de anticuerpos (como se describe en
mayor detalle en la presente). Un anticuerpo puede ser humano, humanizado y/o
de afinidad madurada.

El termino “variable” se refiere al hecho de que ciertas porciones de los
dominios variables difieren de manera extensiva en la secuencia entre los
anticuerpos y se utilizan en la unién y especificidad para anticuerpo particular para
su antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no se distribuye en forma
pareja a través de los dominios variables de anticuerpos. Se concentra en tres
segmentos llamados regiones determinantes de la complementariedad o regiones
hipervariables (CDR o HVR se utilizan de manera indistinta en |a presente) ambas
en los dominios variables de cadena liviana y cadena pesada. Las porciones mas
conservadas de dominios variables se llaman marco (FR, por sus siglas en inglés).
Los dominios variables de cadenas pesadas y livianas nativas cada uno
comprende cuatro regiones FR, adoptando ampliamente una configuracion -
lamina, conectados por tres HVR, que forman bucles que conectan y en algunos
casos forman parte de la estructura de B-lamina. Las HVR en cada cadena se
mantienen unidas en una proximidad cercana por las regiones FR y con las HVR
de la otra cadena, contribuyen a la formacion del sitio de unién al antigeno de los
anticuerpos (ver Kabat ef al., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
Quinta Edicién, National Institute of Health, Bethesda, MD (1991)). Los dominios
constantes no estan involucrados directamente en la unién de un anticuerpo al
antigeno, pero exhiben varias funciones efectoras, como la participacion del
anticuerpo en la toxicidad celular dependiente de anticuerpo.

La digestion con papaina de anticuerpos produce dos fragmentos de unién
al antigeno idénticos, lamados fragmentos “Fab”, cada uno con un solo sitio de
union al antigeno, y un fragmento “F¢” residual, cuyo nombre refleja su capacidad
de cristalizar rapidamente.: El tratamiento de pepsina proporciona un fragmento
F(ab"). que tiene dos sitios de combinacion de antigeno y que es aln capaz de
entrecruzar el antigeno.

“Fv” es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un reconocimiento
de antigeno completo y un sitio de unién. En una especie Fv de dos cadenas, la
region consiste de un dimero de un dominio variable de cadena liviana y uno de

pesada en asociacion no covalente ajustada. En especies Fv de una sola
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cadena, un dominio variable de cadena pesada y uno de liviana puede unirse
covalentemente mediante una unién de péptido flexible de manera que las
cadenas livianas y pesadas puedan asociarse en una estructura “dimérica”
analoga a la de las especies FV de dos cadenas. Es en esta configuracion que las
tres HVR de cada dominio variable interactian para definir un sitio de unién al
antigeno en la superficie del dimero VH-VL. En forma conjunta, las seis HVR
confieren especificidad de union al antigeno al anticuerpo. Sin embargo, incluso
un solo dominio variable (0 mitad de un Fv que comprende solo tres HVR
especificos para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unir al antigeno, a
pesar de que con una afinidad mas baja que el sitio de uniéon completo.

El fragmento Fab también contiene el dominio constante de la cadena
liviana y el primer dominio constante (CH1) de la cadena pesada. Los fragmentos
Fab’' difieren de fragmentos Fab mediante el agregado de unos pocos residuos en
la terminal carboxi del dominio CH1 de cadena pesada con inclusion de una o mas
cisteinas del la regién bisagra del anticuerpo. Fab'-SH es la designacién en la
presente para Fab’ en la que elllos residuos de cisteina de los dominios
constantes poseen un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab'),
generalmente fueron producidos como pares de fragmentos Fab' que tiene
cisteinas bisagras entre ellos. Otros acoplamientos quimicos de fragmentos del
anticuerpo también son conocidos.

Las “cadenas livianas” de anticuerpos (inmunoglobulinas) de cualquier
especie vertebrada puede ser asignada a uno de dos tipos claramente distintivos,
llamados kappa (k) y lambda (A), en base a las secuencias de aminoécido de los
dominios constantes.

Segun la secuencia de aminoacido de! dominio constante de las cadenas
pesadas, las inmunoglobulinas pueden asignarse a diferentes clases. Hay cinco
clases principales de inmunoglobulinas. IgA, IgD, igE, igG, y IgM, y varias otras de
éstas pueden ademas dividirse en subclases (isotipos), por ejemplo, 1gGy, 1gG,,
IgGs, 19Ga, IgA1, ¥y IgA2.  Los dominios constantes de cadena pesada que
corresponden con diferentes clases de inmunoglobulinas son llamados a, &, €, v, y
M, respectivamente. Las estructuras de subunidades y configuraciones
tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas son muy conocidas.

Los “fragmentos de anticuerpos” comprenden solo una porcion de un
anticuerpo intacto, en donde la porcién preferentemente retiene al menos una,

preferentemente la mayoria o todas de las funciones normalmente asociadas con
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esa porcion cuando estdn presentes en un anticuerpo intacto. Los ejemplos de
fragmentos de anticuerpos incluyen fragmentos Fab, Fab', F(ab“2, y Fv,
diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo de cada unica; y
anticuerpos multiespecificos formados de fragmentos del anticuerpo. En una
realizacion, un fragmento de anticuerpo comprende un sitio de unién al antigeno
del anticuerpo intacto y, por lo tanto, retiene la capacidad de unirse al antigeno.
En otra realizacién, un fragmento de anticuerpo, por ejemplo uno que comprende
la region Fc, retiene al menos una de las funciones bioldgicas normalmente
asociadas con la regién Fc cuando estan presente en un anticuerpo intacto, como
union FCRn , modulacion de vida media de anticuerpo, funcién de ADCC y unién
de compiemento. En una realizacion, un fragmento de anticuerpo es un anticuerpo
monovalente que tiene una vida media in vivo sustancialmente similar a un
anticuerpo intacto. Por ejemplo, dicho fragmento de anticuerpo puede comprender
un brazo de unioén al antigeno unido a una secuencia Fc capaz de conferir
estabilidad in vivo al fragmento.

El término “regién hipervariable®’, “HVR" o “HV" cuando se utiliza en la
presente se refiere a las regiones de un dominio variable de anticuerpo que son
hipervariables en secuencia y/o forman bucles estrﬁcturalmente definidos.
Generalmente, los anticuerpos comprenden seis HVR, tres en VH (H1, H2, H3), y
tres en VL (L1, L2, L3). En anticuerpos nativos, H3 y L3 muestran la mayor
diversidad de seis HVR, y H3 en particular se cree que tiene un rol tnico para
conferir especificidad fina a los anticuerpos. Ver, por ejemplo, Xu et al., Immunity
13:37-45 (2000); Johnson y Wu, en Methods in Molecular Biology 248:1-25 (Lo,
ed., Human Press, Totowa, NJ, 2003). De hecho, los anticuerpos de camélido que
ocurren naturalmente que consisten de una cadena pesada son solo funcionales y
estables en la ausencia de la cadena liviana. Ver, por ejemplo, Hamers-
Casterman et al., Nature 363:446-448 (1993); Sheriff et al., Nature Struct. Biol.
3:733-736 (1996).Un numero de delineaciones de HVR estan en uso y abarcadas
en la presente. Las Regiones de Determinacion de la Complementaridad Kabat
(CDR) se basan en una variabilidad de secuencia y son las mas cominmente
utilizadas (Kabat ef al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5ta Ed.
Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)).
Chothia se refiere a la ubicacién de los bucles estructurales (Chothia y Lesk J.
Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). Las AbM HVR representa un acuerdo entre HVR

Kabat y bucles estructurales Chothia, y son utilizadas por el software de modelo

)



24

de anticuerpo AbM de Oxford Molecular. Las HVR de “contacto” se basan en un
analisis de las estructuras de cristal del complejo disponibles. Los residuos de
cada una de estas HVR se indican a continuacion.
Bucle Kabat AbM Chothia  Contacto
L1 L24-134 L24-L34 L26-L32 L30-L36
L2 L50-L56 L50-L56 L50-L52  L46-L55
L3 L89-L97 L89-L97 L91-L96 L89-L96
H1 H31-H35B H26-H35B H26-H32 H30-H35B
(Numeracién Kabat)
H1 H31-H35 H26-H35 H26-H32 H30-H35
(Numeracién Chotia)
H2 H50-H65 H50-H58 H53-H55  H47-H58
H3 H95-H102 H95-H102 H96-H101 H83-H101

Las HVR pueden comprender “HVR extendidas” como se indica a
coninuacion: 24-36 o 24-34 (L1), 46-56 o 50-56 (L2) y 89-97 0 89-96 {L3) en la VL
y 26-35 (H1), 50-65 0 49-65 (H2) y 93-102, 94-102, 0 95-102 (H3) en la VH. Los
residuos de dominio variable se numeran de acuerdo con Kabat et al., supra, para
cada una de estas definiciones.

Residuos de “marco” o “FR” son aquellos residuos de dominio variable
distintos de los residuos de la region hipervariable como se definen en la presente.

Las formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo,
murinos) son anticuerpos quiméricos que contienen secuencia minima derivada de
inmunoglobulina no humana. En una realizacién, un anticuerpo humanizado es
una inmunoglobulina humana (anticuerpo receptor) en el que los residuos de una
HVR del receptor son reehplazados por residuos de una HVR de una especie no
humana (anticuerpo donante), como ratén, rata, conejo, o primate no humano que
tiene la especificidad, afinidad y/o capacidad deseada. En algunos casos, los
residuos de FR de inmunoglobulina human son reemplazaos por los residuos no
humanos correspondientes. Asimismo, los anticuerpos humanizados pueden
comprender residuos que no se hallan en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo
donante. Estas modificaciones pueden hacerse para refinar mas el desarrollo del
anticuerpo. En general, un anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente
todos o al menos uno, y tipicamente dos dominios variables, en los que todos o
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sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden a aquellos de una
inmunoglobulina no humana, y todos o sustancialmente todos los FR son aquellos
de una secuencia de inmuglobulina humana. El anticuerpo humanizado
opcionalmente comprenderd al menos una porcién de una region constante de
inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina humana. Para mas
detalles, ver, por ejemplo, Jones ef al.,, Nature 321.522-525 (1986); Riechmann et
al., Nature 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992).
Ver también, por ejempio, Vaswani y Hamilton, Ann. Allergy, Asthma & Immunol.
1:105-115 (1998), Harris, Biochem. Soc. Transactions 23:1035-1038 (1995); Hurle
y Gross, Curr. Op. Biotech. 5:428-433 (1994); y Patente de los Estados Unidos N.°
6.982.321 y 7.087.409.

El término “anticuerpo monoclonal” como se utiliza en la presente se refiere
a un anticuerpo obtenido de una poblacion de anticuerpos sustancialmente
homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién
son idénticos excepto por posibles mutaciones, por ejemplo, mutaciones que
ocurren naturalmente, que pueden estar presente en cantidades menores. Por lo
tanto, el modificador “monoclonal” indica el caracter del anticuerpo no como una
mezcla de anticuerpos discretos. En ciertas realizaciones, dicho anticuerpo
monoclonal generalmente incluye un anticuerpo que comprende una secuencia de
polipéptido que se une a un blanco, en donde la secuencia de polipéptido de unién
al blanco se obtuvo mediante un proceso que incluye la seleccién de una sola
secuencia de polipéptido de unién al blanco de una pluralidad de secuencias de
polipeptido. Por ejemplo, el proceso de seleccién puede ser la seleccién de un
clon Unico de una pluralidad de clones, como un grupo de clones hibridoma,
clones de fago, o clones de ADN recombinante. Debe comprenderse que una
secuencia de unién al blanco seleccionada puede ademas alterarse, por ejemplo
para mejorar la afinidad para el blanco, para humanizar la secuencia de union al
blanco, para mejorar su produccién en un cultivo celular, para reducir la
inmunogenicidad in vivo, para crear un anticuerpo multiespecifico, etc. y que un
anticuerpo que comprende la secuencia de union al blanco alterada también es un
anticuerpo monoclonal de esta invencién. Por el contrario a las preparaciones del
anticuerpo policlonal, que generaimente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos
hacia diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal de una
preparacion de anticuerpo monoclonal es dirigido hacia una sola determinante en

un antigeno. Ademas de su especificidad, las preparaciones del anticuerpo
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monoclonal son ventajosas en que generalmente no estdn contaminadas por otras
inmunoglobulinas.

El modificador “monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como obtenido
de una poblacion sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no debe
interpretarse como que requiere la produccion del anticuerpo por cualquier método
particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales a utilizarse de acuerdo con
la presente invencién pueden preparase mediante una variedad de técnicas, con
inclusidn de, por ejemplo, el método de hibridoma (por ejemplo, Kohler y Milstein,
Nature, 256:495-97 (1975); Hongo et al., Hybridoma, 14 (3). 253-260 (1995),
Harlow ef al., Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 2da ed. 1988); Hammerling ef al., en: Monoclonal Antibodies and T-Cell
Hybridomas 563-681 (Elsevier, N.Y., 1981)), métodos de ADN recombinante (ver,
por ejemplo, Patente de los Estados Unidos N.° 4.816.567), tecnologias de
muestra de fago (ver, por gjemplo, Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991);
Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1992); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2):
299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 101(34); 12467-12472 (2004); y Lee et al., J. Immunol.
Methods 284(1-2): 119-132(2004), y tecnologias para la produccion de anticuerpos
de tipo humano o humano en animales que tienen partes o todos los loci de
inmunoglobulina  humana © genes que codifican las secuencias de
inmunoglobulina humana (ver, por ejemplo WO 1998/24893; WO 1996/34096; WO
1896/33735; WO 1991/10741; Jakobovits ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:
2551 (1993); Jakobovits et al., Nature 362: 255-258 (1993); Bruggemann et al.,
Year in Immunol. 7:33 (1993); Patente de los Estados Unidos N.° 5.545.807;
5.5645.806;, 5.569.825; 65625.126; 5633425, y 5.661.016; Marks et al,
Bio/Technology 10:. 779-783 (1992), Lonberg et al., Nature 368: 856-859 (1994);
Morrison, Nature 368: 812-813 (1994); Fishwild ef al., Nature Biotechnol. 14: 845-
851 (1996); Neuberger, Nature Biotechnol. 14: 826 (1996); y Lonberg y Huszar,
Intem. Rev. Immunof. 13: 65-93 (1985).

Los anticuerpos monoclonales en la presente especificamente incluyen
anticuerpos “quiméricos” en los que una porcién de la cadena pesada y/o liviana
es idéntica u homdloga .a las secuencias correspondientes en anticuerpos
derivados de una especie particular o pertenecientes a una clase o subclase de
anticuerpo particular, mientras que el resto de la o las cadenas es idéntico u
homoélogo a las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de otras
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especies 0 pertenecientes a otra clase 0 subciase de anticuerpos, asi como
fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que muestren la actividad biologica
deseada (ver, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos N.° 4.816.567; y
Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)). Los anticuerpos
quiméricos incluyen anticuerpos PRIMATIZED® en donde la regién de unién al
antigeno del anticuerpo deriva de un anticuerpo producido por, por ejemplo, la
inmunizacién de monos macacos con el antigeno de interés.

Los fragmentos de anticuerpo "scFv" o “Fv de cadena unica” comprende los
dominios VH y VL del anticuerpo en donde estos dominios estan presentes en una
sola cadena de polipéeptido. Generalmente, el polipéptidc scFv ademas
comprende una unién de polipéptido entre los dominios VH y VL lo que permite
que el scFv forme la estructura deseada para ia union del antigeno. Para una
revision de scFv ver Pluckthun, en The Pharmacology of Monocional Antibodies,
vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, New York, pp. 269-315
(1994).

Un antigeno es un antigeno predeterminado al QUe un anticuerpo puede
unirse en forma selectiva. E! antigeno blanco puede ser un polipéptido,
carbohidrato, acido nucleico, lipido, hapteno u otro compuesto sintético o que
ocurre naturalmente.

El término “diacuerpos” se refiere a fragmentos de anticuerpos pequerios
con dos sitios de unién al antigeno, dichos fragmentos comprende un dominio
variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de cadena
liviana (VL) en la misma cadena de polipéptido (VH — VL). Mediante el uso de una
union que es demasiado corta para permitir el pareamiento de dos dominios en la
misma cadena, los dominios son forzados a unirse con dominios complementarios
de otra cadena y crear dos sitios de unién al antigeno. Los diacuerpos se
describen en forma mas completa en, por ejemplo, EP 404,097, WO 93/11161; y
Hollinger ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993). Los triacuerpos y
tetracuerpos también se describen en Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134 (2003).

Un “anticuerpo humano” es uno que posee una secuencia de aminoacidos
que corresponde al anticuerpo producido por un humano y/o ha sido realizado
utilizando cualquiera de las técnicas para la preparacion de anticuerpos humanos
como se describe en la presente. La definicion de anticuerpo humano
especificamente excluye un anticuerpo humanizado que comprende residuos de

unién al antigeno no humano. Los anticuerpos humanos pueden ser producidos
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utilizando varias técnicas conocidas en el campo, con inclusién de genotecas de
muestra de fago. Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et
al., J. Mol. Biol., 222:581 (1991). También estan disponibles para la preparacién
de anticuerpos monoclonales humanos métodos descriptos en Cole et al,
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985); Boerner et
al., J. Immunol., 147(1):86-95 (1991). Ver también van Dijk y van de Winkel, Curr.
Opin. Pharmacol., 5: 368-74 (2001). Los anticuerpos humanos pueden prepararse
mediante la administracién del antigenos a un animal transgénicos que ha sido
modificado para producir dichos anticuerpos en respuesta a la prueba de
provocacion antigénica, pero cuyos loci endégenos han sido inhabilitados, por
ejemplo, xenoratones inmunizados (ver, por ejemplo, Patente de los Estados
Unidos N.° 6.075.181 y 6.150.584 en relacion a tecnologia XENOMOUSE™). Ver
tambien, por ejemplo, Li et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562 (2006)
en relacidn con anticuerpos humanos generados a través de tecnologia de
hibridoma de céluia B humana.

El termino “numeracién de residuo de dominio variable como en Kabat” o
“numeracién de posicion de aminoacido como en Kabat”, y variaciones de los
mismos, se refiere al sistema de numeracion utilizado para los dominios variables
de cadena pesada o dominios variables de cadena liviana de la cOmpilacién de
anticuerpos en Kabat et al., supra. Con la utilizacién de este sistema de
numeracion, la secuencia de aminoacido lineal real puede contener menos o
aminoacidos adicionales que corresponden a un acortarﬁiento, 0 insercién en un
FR o HVR del dominio variable. Por ejemplo, un dominio variable de cadena
pesada puede incluir un sola insercién de aminoacido (residuo 52a de acuerdo con
Kabat) luego del residuo 52 de H2 y residuos insertados (por ejemplo, residuos
82a, 82b, y 82¢, etc. de acuerdo con Kabat) luego del residuo 82 de FR de
cadena pesada. La numeracion de Kabat de residuos puede determinarse para un
anticuerpo dado mediante la alineacién en regiones de homologia de secuencia
del anticuerpo con una secuencia numerada Kabat “estandar”.

El sistema de numeracién kabat generalmente se utiliza cuando se hace
referencia a un residuo en el dominio variable (aproximadamente residuos 1-107
de la cadena liviana y residuos 1-113 de la cadena pesada) (por ejemplo, Kabat et
al., Sequences of Immunological Inferest. 5ta Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)). El “sistema de numeracién EU" o

“indice EU" generalmente se utiliza cuando se hace referencia a un residuo en una
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region constante de cadena pesada de inmunoglobulina (por ejemplo, indice EU
indicado en Kabat et al., supra). E! “indice EU como en Kabat” se refiere a la
numeracion de residuo del anticuerpo EU 1gG1 humano. Salvo que se indique lo
contrario en la presente, las referencias a los nimeros de residuos en el dominio
variable de anticuerpos significa numeracién de residuo por el sistema de
numeracion Kabat. Salvo que se indique lo contrario en la presente, las
referencias a numeros de residuos en un dominio constante de anticuerpos
significa la numeracion de residuos por el sistema de numeracion EU (por ejemplo,
ver Solicitud Provisoria de los Estados Unidos N.° 60/640.323, Figuras para la
numeracién EU).

Un anticuerpo “bloqueante” o un anticuerpo “antagonista” es uno que inhibe
o reduce la actividad bioldgica del antigeno que une. Ciertos anticuerpos
bloqueantes o anticuerpos antagonistas inhiben en forman completa o sustancial
la actividad biclégica de! antigeno.

El término “sustancialmente similar’ o “sustancialmente e! mismo”, como se
utilizan en la presente, denota un grado suficiente de similitud entre dos valores
numeéricos (por ejemplo, uno asociado con un anticuerpo de la invencién, y otro
asociado con un anticuerpo de referencia/ comparador), de manera que un
experto en la tecnica consideraria a la diferencia entre los dos valores minina o sin
importancia biolégica y/o estadistica dentro del contexto de la caracteristica
biologica medida por dichos valores (por ejemplo, valores Kd)- La diferencia entre
dichos dos valores es, por ejemplo, menos de aproximadamente 50%, menos de
aproximadamente 40%, menos de aproximadamente 30%, menos de
aproximadamente 20%, y/o menos de aproximadamente 10% como una funcién
del valor de referencia/ comparador.

El término “sustancialmente reducido” o “sustancialmente diferente”, como
se utilizan en la presente, denota un grado suficiente de diferencia entre dos
valores numéricos (generalmente, uno asociado con una molécula, y otro asociado
con una molécula de referencia/ comparador), de manera que un experto en la
técnica consideraria a la diferencia entre los dos valores de importancia
estadistica dentro del contexto de la caracteristica bioldgica medida por dichos
valores (por ejemplo, valores Kd). La diferencia entre dichos dos valores es, por
ejemplo, mayor de aproximadamente 10%, mayor de aproximadamente 20%,

mayor de aproximadamente 30%, mayor de aproximadamente 40%, y/o mayor de
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aproximadamente 50% como una funcién del valor para la molécula de referencia/
comparadora.

Las “funciones efectoras” del anticuerpo se refiere a aquellas actividades
biologicas atribuibies a la regién Fe (una region Fe de secuencia nativa o regién Fc
variante de secuencia de aminoacido) de un anticuerpo, y varian con el isotopo del
anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluyen:
Citotoxicidad dependiente de complemento (CDC, por sus siglas en inglés) y unién
C1q; unién a receptor Fc; citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpo (ADCC, por sus siglas en inglés),; fagocitosis; regulacién por
disminucion de receptores de superficie celular (por ejemplo, receptor de célula B),
y activacion de célula B.

El término “regidn Fc” se utiliza en la presente para definir a la region C-
terminal de una cadena pesada de inmunoglobulina, con inclusién de la regiones
Fc de secuencia nativa y regiones Fc variantes. A pesar de que los [imites de [a
region Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina pueden variar, la region Fc
de cadena de pesada de IgG humano generalmente se define para expandirse
desde un residuo de aminoacido en la posicion Cys226, o desde Pro230, a la
terminal carboxilo del mismo. La lisina de terminal C (residuo 447 de acuerdo con
el sistema de numeracién EU) de la regién Fc puede extraerse, por ejemplo,
durante la produccién o purificacion del anticuerpo, o mediante el disefio
recombinante del &cido nucleico que codifica una cadena pesada del anticuerpo.
Por consiguiente, una composicién de anticuerpos intactos pueden comprender
poblaciones de anticuerpos con todos los residuos K447 eiiminados, las
poblaciones de anticuerpo sin residuos K447 eliminados, y poblaciones de
anticuerpos que tienen una mezcla de anticuerpos con el residuo K447 vy sin éste.

Una “regién Fc funcional” posee una “funcion efectora” de una regién Fc de
secuencia nativa. Las “funciones efectoras” ejemplares incluyen unién C1qg; CDC;
unidn de receptor Fc; ADCC; fagocitosis; regulacion por disminucién de receptores
de superficie celular (por ejemplo, receptor de célula B; BCR), etc. Dichas
funciones efectoras generalmente requieren que la regién Fc se combine con un
dominio de unién (por ejemplo, un dominio variable de anticuerpo) y puede
evaluarse utilizando varios ensayos como se describe, por ejemplo, en las
definiciones en la presente.

Una “regidon Fc de secuencia nativa” comprende una secuencia de

aminoécido idéntica a la secuencia de una region Fc que se encuentra en la
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naturaleza. Las regiones Fc humanas de secuencia nativa incluyen una regién Fc
de IgG1 humano de secuencia nativa (alotipo A y no A) region Fc de IgG2 humano
de secuencia nativa; regién Fc de IgG3 humano de secuencia nativa; region Fc de
lgG4 humano de secuencia nativa asi como variantes que ocurren naturaimente
del mismo.

Una “regién Fc variante” comprende una secuencia de aminoacido que
difiere de una regidén Fc de secuencia nativa por al menos una modificacién de
aminoacido, preferentemente una © mas sustituciones de aminoacido.
Preferentemente, la regiobn Fc¢ variante tiene al menos una sustitucién de
aminodacido en comparacién con una region Fc de secuencia nativa o la regién Fc
de un polipéptido original, por ejemplo, desde aproximadamente una a
aproximadamente diez sustituciones de aminoacidos, y preferentemente desde
aproximadamente uno a aproximadamente cinco sustituciones de aminoacido en
una region Fc de secuencia nativa o en la region Fc del polipéptido original. La
region Fc variante en la presente poseera preferentemente al menos
aproximadamente 80% de homologia con una region Fc de secuencia nativa y/o
con una regidn Fc del polipéptido original, y mas preferentemente al menos
aproximadamente 90% de homologia con el mismo, mas preferentemente al
menos aproximadamente 95% de homologia con e! mismo.

“Receptor Fc” o “FcR” describe un receptor que se une a la region Fc de un
anticuerpo. En algunas realizaciones, un FcR es un FcR humano nativo. En
algunas realizaciones FcR es uno que se une al anticuerpo IgG (un receptor
gamma) e incluye receptores de las subclases FcyRI, FeyRil, y FeoyRIll, con
inclusion de las variantes alélicas y formas unidas alternativamente de aquellos
receptores. Los receptores FcyRIl incluyen FcyRIIA ( un “receptor activador”) y
FcyRIIB ("un receptor inhibidor”) que tiene secuencias de aminoacido similares que
difieren en forma primaria en los dominios citoplasmicos de las mismas. Un
receptor activador FcyRIIA contiene un motivo de activacion basado en tirosina
inmunoreceptor (ITAM, por sus siglas en ingiés) en el dominio citoplasmico. Un
receptor inhibidor FcyRIIB contiene un motivo de inhibicion basado en tirosina
inmunoreceptor (ITIM, por sus siglas en inglés) en el dominio citoplasmico. (ver,
por ejemplo, Daéron, Annu. Rev. Immunol. 15:203-234 (1997)). Las FcRs se
revisan, por ejemplo, en Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991);
Capel et al., Immunomethods 4:25-34 (1994); y de Haas ef al., J. Lab. Clin. Med.

A
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126:33041 (1995). Otros FcR, con inclusion de aquelios identificados en el futuro,
estan abarcado por el término "FcR" en la presente.

El término "receptor Fc" o “FcR” también incluye el receptor neonatal, FcRn,
que es responsable de la transferencia de IgG maternales al feto (Guyer et al., J.
Immunol. 117:587 (1976) y Kim ef al., J. Immunol. 24:249 (1994)) y regulacion de
homeostasis de inmunoglobulinas. Métodos de medicion de la unidén a FcRn son
conocides (ver, por ejemplo, Ghetie and Ward., Immunol. Today 18(12):592-598
(1997); Ghetie et al., Nature Biotechnology, 15(7):637-640 (1997); Hinton ef al., J.
Biol. Chem. 279(8):6213-6216 (2004); WO 2004/92219 (Hinton et al.).

La unién a FcRn humano in vivo y [a vida media de suero de polipéptidos de
union de alta afinidad de FcRn humano pueden ensayarse, por ejemplo, en
ratones transgenicos o lineas celulares humans transectadas que expresan FCRN
humano, o en primates a los que se les administra polipétidos con una region Fc
variante. WO 2000/42072 (Presta) describe variantes de anticuerpo con unién
mejorada o disminuida a FcRs. Ver también, por ejemplo, Shields et al. J. Biol.
Chem. 9(2).6591-6604 (2001).

Las “células efectoras humanas” son leucocitos que expresan uno o mas
FcRs y realizan funciones efectoras. En ciertas realizaciones, las células
expresan al menos FcyRIil y realizan una funcién o funciones efectoras de ADCC.
Los ejemplos de leucocitos humanos que median ADCC incluyen células
mononucleadas de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés), células
asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés), monocitos, células T citotoxicas,
y neutrdfilos. Las células efectoras pueden aislarse de la fuente nativa, por
ejemplo, de sangre.

“Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos” o “ADCC"
se refiere a una forma de citotoxicidad en la que el lIg segregado unido a
receptores Fc (FCRs) presente en ciertas células citotdxicas (por ejemplo, células
NK, neutrdfilo, macréfagos) le permiten a las células efectoras citotoxicas unirse
especificamente a una célula blanco que tiene un antigeno y posteriormente matar
la célula blanco con citotoxinas. Las células primarias para la mediacion de
ADCC, células NK, expresan FcyRIll solamente, mientras que los monocitos
expresan FcyRI, FeyRll, y FeyRI. La expresidon FcR en células hematopoyéticas
se resumen en la Tabla 3 en la pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu. Rev.
Immunol $:457-82 (1991). Para evaluar la actividad de ADCC de una molécula de
interés, un ensayo de ADCC in vitro, como el descripto en la Patente de los
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Estados Unidos N.° 5.500.362 o 5.821.337 o Patente de los Estados Unidos N.°
6.737.056 (Presta), puede llevarse a cabo. Las células efectoras utiles para
dichos ensayos incluyen PBMC y céluias NK. En forma alternativa, o adicional, la
actividad ADCC de la molécuia de interés puede evaluarse in vivo, por ejemplo, en
un modelo de animal como el descripto en Clynes et al. PNAS (USA) 95:652-656
(1998).

“Citotoxicidad dependiente de complemento” o “CDC” se refiere a la lisis de
una célula blanco en presencia de un complemento. La activacién del trayecto del
complemento clasico se inicia mediante la unién del primer componente del
sistema de complemento (C1q) a anticuerpos (de la subclase adecuada), que se
unen a su antigeno cognado. A los fines de evaluar la activacion del
complemento, se puede realizar un ensayo CDC, como el descripto en Gazzano-
Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996). Las variantes de polipéptido
con secuencias de aminoacidos de regién Fc alterada (polipéptidos con una region
Fc variante) y capacidad de uniéon C1q aumentada o disminuida son descriptos en,
por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos N.° 6.194.551 Bt y WO 1899/
51642. Ver también, por ejemplo, Idusogie et al. J. Immunol 164. 4178-4184
(2000).

El termino “anticuerpo que comprende region Fc” se refiere a un anticuerpo
que comprende una region Fc. La lisina de terminal C (residuo 447 de acuerdo
con el sistema de numeracion) de la region Fc puede eliminarse, por ejemplo,
durante la purificacion del anticuerpo o mediante el disefio recombinante dei Acido
nucleico que codifica el anticuerpo. Por consiguiente, una composicion que
comprende un anticuerpo que tiene una regién Fc de acuerdo con esta invencion
puede comprender un anticuerpo con K447, con todo el K447 eliminado, o una
mezcla de anticuerpos con residuc K447 o sin éste.

Un “marco humano aceptante” para los fines de la presente es un marco
que comprende la secuencia de aminoacidos de un marco VL o VH de un marco
de inmuglobulina humana, o de un marco consenso humano. Un marco humano
aceptante “derivado de” un marco de inmunogiobulina humano © marco consenso
humano puede comprender ia misma secuencia de aminoacidos del mismo, o
puede contener cambios de secuencia de aminoacidos preexistentes. Cuando
existan cambios de los aminoacidos preexistentes, preferentemente nomas de 5y
preferentemente 4 o menos, 0 3 0 menos, cambios de aminoacidos pre-existentes

estan presentes. Cuando los cambios de aminoacido estan presentes en un VH,
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preferentemente estan solamente en tres, dos o una de las posiciones 71H, 73H y
78H, por ejemplo, los residuos de aminoéacido en esas posiciones pueden ser 71A,
73T ylo 78A. En una realizacion, el marco humano aceptor VL es idéntico en
secuencia a la secuencia marco de inmunoglobulina humana VL o secuencia
marco consenso humana.

Una “secuencia consenso humana” es un marco que representa el residuo
de aminoacido que ocurre mas cominmente en una seleccion de secuencias de
marco VL o VH de inmunoglobulina humana. Generalmente, la seleccion de
secuencias VL o VH de inmunoglobulina humana es de un subgrupo de
secuencias de dominio variable. Generalmente, el subgrupo de secuencias es un
subgrupo como en Kabat ef a/. En una realizacion, para el VL, el subgrupo es un
subgrupo kappa | como en Kabat ef a. En una realizacion, para el VH, el
subgrupo es un subgrupo Il como en Kabat et al.

Un “marco consenso de subgrupo Il VH" comprende una secuencia
consenso obtenida de las secuencias de aminoacido en el subgrupo Il de pesada
variable de Kabat ef al. En una realizacion, el marco consenso de subgrupo 1!l de
VH de secuencia de aminoacido comprende al menos una porcidon o todas de
cada una de las siguientes secuencias: EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS
(SEC ID  N®  197)-H1-WVRQAPGKGLEWV (SEC ID N° 198)-H2-
RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC (SEC 1D Ne: 199-H3-
WGQGTLVTVSS (SEC ID N°: 200).

Un “marco consenso de subgrupo | de VL" comprende una secuencia
consenso obtenida de las secuencias de aminoacido en el subgrupo | kappa de
liviano variable de Kabat et al. En una realizacion, el marco consenso de
subgrupo | de VH de secuencia de aminoacido comprende al menos una porcion o
todas de cada una de las siguientes secuencias:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID N°: 201)-L1-
WYQQKPGKAPKLLLY (SEC ID Ne: 202)-L2-
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC  ID  N°%  203)-L3-
FGQGTKVEIK (SEC ID N°: 204).

Una “muestra biolégica” (indistintamente llamada “muestra” ¢ “muestra
celular o tisular”) abarca una variedad de tipos de muestra obtenidos de un
individuo y pueden utilizarse en el ensayo de diagnostico o monitoreo. La
definicion abarca muestras de sangre u otros liquidos de origen bioldgico,

muestras de tejido sdlido como un espécimen de biopsia o cultivos de tejido o
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células derivadas de los mismos, y progenie de los mismos. La definicién también
incluye muestras que han sido manipuladas en cualquier manera luego de su
obtencién, como por tratamiento con reactivos, solubilizacion, o enriquecimiento
por ciertos componentes, como proteinas o polinucleétidos, 0 empapado en matriz
semisdlida o sélida para los fines del seccionamiento. El término “muestra
biolégica” abarca una muestra clinica, y también ihcluye células en el cultivo,
celulas supernatantes, lisados celulares, suero, plasma, fluido bioldgico, vy
muestras de tejido. La fuente de la muestra bioldgica puede ser sdlida como de un
organo fresco, congelado y/o preservado o muestra de tejido, o biopsia o aspirado,
sangre o cualquier constituyente de la sangre; fiuidos corporales como fluido
espinal cerebral, fluido amniético, fluido peritoneal, o influido intersticial, células de
cualquier momento en gestacion o desarrollo del sujeto. En algunas realizaciones,
ta muestra biologica se obtiene de un tumor primario o metastatico. La muestra
biolégica puede contener compuestos que no se mezclan naturalmente con el
tejido en la naturaleza como conservantes, anticoagulantes, buffers, fijadores,
nutrientes, antibidticos o similares.

A los fines de la presente una “seccion” de una muestra de tejido significa
una sola parte o pieza de una muestra de tejido, por ejemplo, una fina capa del
tejido o células cortados de una muestra de tejido. Se entiende que multiples
secciones de muestras de tejido pueden tomarse y someterse a andlisis de
acuerdo con la presente invencion. En algunas realizaciones, la misma seccién de
la muestra de tejido se analiza en el nivel morfolégico o molecular, o se analiza
con respecto a la proteina o acido nucleico.

La palabra “rétulo” cuando se utiliza en la presente se refiere a un
compuesto 0 composicién que se conjuga o fusiona directa o indirectamente a un
reactivo, como una sonda de acido nucleico o un anticuerpo y facilita la deteccién
del reactivo al que se conjuga o fusiona. E! rotulo puede por si solo ser detectable
(por ejemplo, rétulos de radioisdtopo ¢ rétulos fluorescentes) o en el caso del
rotulo enzimatico, puede catalizar la alteracién quimica de un compuesto de
sustrato o composicion que es detectable.

Un “medicamento” es un f&rmaco activo para tratar el trastorno en cuestién
o sintomas, o efectos colaterales.

Un “trastorno” o “enfermedad” es una afeccién que se beneficiaria con el
tratamiento con una sustancia/ molécula o método de la invencidon. Esto incluye

trastornos agudos y cronicos incluidos aquellas afecciones patologicas que
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predisponen al mamifero al trastorno en cuestion. Los ejemplos no limitantes de
trastornos a tratarse en la presente incluyen tumores malignos y benignos;
carcinoma, blastoma, y sarcoma. ‘

Los términos “trastorno proliferativo celular” y “trastorno proliferativo” se
refiere a trastornos que estan asociados en cierto grado a la proliferacion celular
anormal. En una realizacién, el trastorno proliferativo celular es cancer.

“Tumor” como se utiliza en la presente se refiere a toda proliferacion y
crecimiento celular neoplasico, ya sea maligno o benigno, y todos los tejidos y
células cancerosos y precancerosos. Los términos “cancer”, “canceroso’.
‘trastorno proliferativo celular’, “trastorno proliferativo” y “tumor” no son
mutuamente exclusivos como se hace referencia en |a presente.

Los términos “cancer” y “canceroso” se refieren o describen la afeccion
patologica en mamiferos que es tipicamente caracterizada por la proliferacion
ferecimiento celular no regulado. Los ejemplos de cancer incluyen, sin limitacién,
carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma, y leucemia. Mas particularmente
elemplos de dichos canceres incluyen cancer celular escamoso, cancer de
pulmén de célula pequefa, cancer pituitario, cancer de esoéfago, astrocitoma,
sarcoma de tejido blando, cancer de pulmén de célula no pequefia,
adenocarcinoma del pulmén, carcinoma escamoso del pulmén, cancer del
peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrointestinal, cancer pancreatico,
glioblastoma, cancer cervical, cancer de ovario, cdncer de higado, cancer de
vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer de
endometrio o carcinoma uterino, carcinoma de glandula salival, cancer de rifién,
cancer de higado, cancer de préstata, cancer de vulva, cancer de tiroides,
carcinoma hepatico, cancer de cerebro, cancer de endometrio, cancer de
testiculos, colangiocarcinoma, carcinoma de vesicula, cancer gastrico, melanoma,
y varios tipos de cancer de cabeza y cuello. La desregulacion de angiogénesis
puede llevar a muchos trastornos que pueden tratarse mediante composiciones y
métodos de la invencidén. Estos trastornos incluyen trastornos no neoplasicos y
neoplasicos. Los neopléasicos incluyen sin limitacion aquellos descriptos
anteriormente. Los trastornos no neoplasicos incluyen sin limitacion hipertrofia no
deseada o aberrante, artritis, artritis reumatoide (RA, por sus siglas en inglés),
psoriasis, placas psoriaticas, sarcoidosis, aterosclerosis, placas ateroscleréticas,
diabetes y oftras retinopatias proliferativas con inclusibn de retinopatia de

premadurez, fibroplasia retrolental, glaucoma neovascular, degeneracion macular
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relacionada con la edad, edema macular diabético, neovascularizaciéon de cornea,
neovascularizacién de injerto de cornea, rechazo de injerto de cornea,
neovascularizacion de retina/ de coroide, neovascularizacion de angulo (rubeosis),
enfermedad neovascular ocular, restenosis vascular, maiformaciones
arteriovenosas (AVM, por sus siglas en inglés), meningioma, hemangioma,
angiofibroma, hiperplasias de tiroide (con inclusién de la enfermedad de Grave),
trasplante de cornea y otro tejido, inflamacién crénica, inflamaciéon de pulmén,
lastimadura de pulmén aguda /ARDS, sepsis, hipertensién pulmonar primaria,
efusiones pulmonares malignas, edema cerebral (por ejemplo, asociada con
accidente cerebro vascular agudo / herida de cabeza cerrada / trauma),
inflamacion sinovial, formacion de pannus en RA, miositis osificante, formacién
0sea hipertrofica, osteoartritis (OA), ascitis refretaria, enfermedad de ovario
poliquistico, endometriosis, tercer espacio de enfermedad de fluido (pancreatitis,
sindrome de compartimiento, quemaduras, enfermedad de intestino), fibroides
uterinos, parto prematuro, inflamacion crénica, como IBD (enfermedad de Crohn y
colitis ulcerativa), rechazo de aloinjerto renal, enfermedad de intestino inflamatoria,
sindrome nefrético, crecimiento de masa de tejido no deseado aberrante (no-
cancer), articulaciones hemofilicas, cicatrices hipertroficas, inhibicidon de
crecimiento capilar, sindrome de Osler-Weber, granuloma piogénico fibroplasias
retrolentales, esclerodermia, tracoma, adhesiones vasculares, sinovitis, dermatitis,
preeclampsia, ascitis, efusion pericardial (como la asociada con pericarditis), y
efusién pleural.

El termino trastornos “consuntivos” (por ejemplo, sindrome consuntivo,
caquexia, sarcopenia) se refiere a un trastorno causado por la pérdida de peso no
saludable o no deseada o pérdida de masa celular corporal. En ancianos asi como
en pacientes con SIDA o cancer, la enfermedad consuntiva puede resultar en la
pérdida de peso corporal no deseada, con inclusién de los componentes grasos y
libres de grasa. Las enfermedades consuntivas pueden resultar en la ingesta
inadecuada de comida y/fo cambios relacionados con la enfermedad y/o proceso
de envejecimiento. Los pacientes con cancer y pacientes con SIDA asi como
pacientes que han sufrido una cirugia profunda o que tienen infecciones cronicas,
enfermedades inmunoldgicas, hipertiroidismo, enfermedad de Crohn, enfermedad
psicogenica, deficiencia cardiaca cronica u otro trauma severo, frecuentemente
sufren de una enfermedad consuntiva que a veces se denomina caquexia, un

trastorno metabdlico o a veces de la alimentacion. La caquexia asimismo se
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caracteriza por el hipermetabolismo e hipercatabolismo. A pesar de que la
caguexia y las enfermedades consutivas se utilizan frecuentemente en forma
indistinta para hacer referencia a afecciones consuntivas, hay al menos un cuerpo
de investigacion que diferencia la caquexia del sindrome consuntivo como la
pérdida de masa libre de grasa, y particularmente masa celular corporal (Mayer,
1999, J. Nutr. 129(1S Suppl.):2565-2598). La sarcopenia, es inciuso otro trastorno
que puede afectar el envejecimiento de un individuo, tipicamente se caracteriza
por la pérdida de masa muscular. La enfermedad consuntiva en etapa final como
se describe anteriormente puede desarrollarse en individuos que padecen ya sea
caquexia o sarcopenia.

Como se utiliza en la presente “tratamiento” se refiere a la intervencién
clinica en un intento de alterar el curso natural del individuo o célula a tratarse, y
puede llevarse a cabo ya sea por profilaxis o durante el curso de la patologia
clinica. Los efectos convenientes del tratamiento incluyen la prevencion de la
ocurrencia o recurrencia de la enfermedad, alivio de lo sintomas, disminucién de
cualquier consecuencia patologica directa ¢ indirecta, disminucién de la velocidad
de progresidén de la enfermedad, mejora o alivio del estado de enfermedad, y
remision o prognosis mejorada. En algunas realizaciones, los anticuerpos de la
invencion se utilizan para retrasar el desarrollo de una enfermedad o trastorno.

Un “agente anti-angiogénesis” o “inhibidor de angiogénesis” se refiere a una
sustancia de bajo peso molecular, un polinucleétido, un polipéptido, una proteina
aislada, una proteina recombinante, un anticuerpo, o conjugados o proteinas de
fusion de los mismos, que inhibe la angiogénesis, vasculogénesis, o permeabilidad
vascular no deseable, ya sea directa o indirectamente. Por ejemplo, un agente
anti-angiogénesis es un anticuerpo u otro antagonista a un agente angiogénico
como se definio anteriormente, por ejemplo, anticuerpos a VEGF, anticuerpos a
receptores VEGF, moléculas pequefias que bloquean la sefializacion del receptor
VEGF (por ejemplo, PTK787/ZK2284, SUG668, SUTENT®/SU11248 (malato de
sunitinib), AMG706). Los agentes anti-angiogénesis también incluyen inhibidores
de angiogénesis nativos, por ejemplo, angiostatina, endostatina. Ver, por ejemplo,
Klagsbrun y D’Amore, Annu. Rev. Physiol., 53:217-39 (1991); Streit y Detmar,
Oncogene, 22:3172-3179 (2003) (por ejemplo, la Tabla 3 que enumera la terapia
ani-angiogénica en melanoma maligno); Ferrara & Alitalo, Nature Medicine
5(12):1359-1364 (1999); Tonini et al, Oncogene, 22:6549-6556 (2003) (por

ejemplo, la Tabla 2 que enumera los factores antiangiogénicos), y Sato Int. J. Ciin.
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Oncol., 8:200-206 (2003) (por ejemplo, la Tabla 1 enumera los agente anti-
angiogénicos utilizados en ensayos clinicos).

Un ‘“individuo®, “sujeto’, o “paciente” es un vertebrado. En ciertas
realizaciones, el vertebrado es un mamifero. Los mamiferos incluyen, sin
limitacion, animales de granja (como, vacas), animales de deporte, mascotas
(como, gatos, perros y caballos), primates ratones y ratas. En ciertas
realizaciones, un mamifero es un humano.

Una “cantidad efectiva” se refiere a una cantidad efectiva, en dosis y por
periodos de tiempo necesario, para lograr el resultado terapéutico o profilactico
deseado.

Una “cantidad terapéuticamente efectiva” de una sustancia/molécula de la
invencion, agonista o antagonista puede variar de acuerdo con factores, como el
estado de enfermedad, edad, sexo y peso del individuo, y la capacidad de la
sustancia/ molécula, agonista o antagonista de generar un respuesta conveniente
en un individuo. Una cantidad terapéuticamente efectiva es también una en la que
cualquier efecto téxico o dafiino de la sustancia/ molécula, agonista o antagonista
es superado por los efectos terapéuticamente beneficiosos. Una “cantidad
efectiva profilacticamente” se refiere a una cantidad efectiva, en dosis y por
periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado profilactico deseado.
Generalmente, pero no necesariamente, dado que una dosis profilactica se utiliza
en sujetos con anterioridad o en un primer estado de la enfermedad, la cantidad
terapéuticamente efectiva sera menos que la cantidad terapéuticamente efectiva.

El término “agente citotoxico” como se utiliza en la presente se refiere a una
sustancia que inhibe o previene la funcién de las células y/o causa la destruccion
de las células. El término intenta incluir isétopo radioactivos (por ejemplo, A2
11, 1'%, ¥ Re'® Re'® sm'®® Bi2'2 P% ¢ is6topos radioactivos de Lu, agentes
quimioterapéuticos, por ejemplo, metotrexato, adriamicina, alcaloides de la vinca
(vincristina, vinblastina, etoposido), doxorubicina, melfalan, mitomicina C,
clorambucil, daunorubicin u otros agentes intercalantes, enzimas y fragmentos de
los mismos como enzimas nucleoticas, antibiticos y toximas, como toxinas de
molécula pequefia o toxinas enziméticamente activas de origen bacterial,
fungicida, vegetal o animal, con inclusién de fragmentos o variantes e los mismos,
y varios agentes antitumor y anticancer descriptos a continuacion. Otros agentes
citotdxicos se describen a continuacién. Un agente tumoricida causa la destruccién
de ¢élulas tumorales.

4
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Una “toxina” es una sustancia capaz de tener un efecto dafiino en el
crecimiento o proliferacion de una célula.

Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico utl en el
tratamiento de cancer. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen
agentes alquilantes, como tiotepa y ciclosfosfamida (CYTOXAN®); alquil
sulfonatos, como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas, como benzodopa,
carboquona, meturedopa, y uredopa, etileniminas y metilamelaminas con inclusion
de altretamina, trietilenmelamina, trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida vy
trimetilomelamina; acetogeninas (especialmente bullatacin y builatacinona), delta-
9-tetrahidrocannabinol {dronabinol, MARINOL®), beta-lapacona; lapacol,
colchicinas; acido betulinico; una camptotecina {con inclusion del analogo sintetico
topotecan (HYCAMTIN®), CPT-11 (irinotecan, CAMPTOSAR®),
acetilcamptotecina, scopolectin, y 9-aminocamptotecina); briostatina; callistatina;
CC-1065 (con inclusion de sus analogos sintéticos de adozelesi‘na, carzelesina y
bizelesina); podofilotoxina; acido podofilinico; tenipdsido;  criptoficinas
(particularmente criptoficina 1 y criptoficina 8), dolastatina, duocarmicina (con
inclusion de los andlogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1); eleuterobina;
pancratistatina; una sarcodictina; spongistatina; mostazas nitrogenadas, como
clorambucil, clornafazina, clorofosfamida, estramustina, ifosfamida,
mecloretamina, clorhidrato de 6xido de mebloretamina, melfalan, novembicina,
fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosoureas, como
carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina, y ranimnustina;
antibiéticos, como antibiéticos de enedine (por ejemplo, calicheamicina,
especialmente calicheamicina gamma1tl y calicheamicina omegal1 (ver, por
ejemplo, Nicolaou ef al, Angew. Chem Intl. Ed. Engl., 33. 183-185 (1994)),
CDP323, un inhibidor alpha-4 integrina oral, dinemicina, con inclusion de
dinemicina A; una esperamicina; asi como neocarzinostatin cromofor y cromoforos
de antibidtico de cromoproteina enedine relacionados), aclacinomisinas,
actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina,
carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorubicina,
detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorubicina (con inclusion de
ADRIAMYCIN®, morfolino-doxorubicina, cianomorfolino-doxorubicina, 2-pirrolino-
doxorubicina, inyeccion de doxorubicin HC! liposoma (DOXIL®), liposomal
doxorubicina TLC D-99 (MYOCET®), liposomal doxorubicina pegilada
(CAELYX®), y deoxidoxorubicina), epirubicina, esorubicina, idarubicina,
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marcelomicina, mitomicinas como mitomicina C, acide micofendlico, nogalamicina,
olivomicinas, peplomicina, porfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina,
streptonigrina, streptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorubicina; anti-
metabolitos, como metotrexato, gemcitabina (GEMZAR®), tegafur (UFTORAL®),
capecitabina (XELODA®), una epotilona, y 5-fluorouracil (5-FU); analogos de
acido félico, como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos
de purina, como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos
pirimidina, como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina,
dideoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrégenos, como
calusterona, propionatoc de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano,
testolactona; anti-adrenales, como aminoglutetimida, mitotano, trilostano;
reabastecedor de acido félico, como acido frolinico; aceglatona; glicosido de
aldofosfamida; acido aminolevulinico; eniluracil, amsacrina; bestrabucil;
bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diaziquona; elfornitina; acetato
de eliptinio; una epotilona; etoglucido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinan;
lonidainina; maitansinoides, como maitansina y ansamitocinas; mitoguazona;
mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina; pentostatina; pfenamet; pirarubicing;
losoxantrona; 2-etilhidrazida; procarbazina; complejo de polisacarido PSK® (JHS
Natural Products, Eugene, OR), razoxano; rizoxina; sizofiran; espirogermanio;
acido  tenuazonica; triaziquona;  2,2’,2'-triclorotrietilamina;  tricotecenes
(especialmente toxina T-2, verracurin A, roridin Ay anguidina); uretano; vindesina
(ELDISINE®, FILDESIN®); dacarbazina; mannomustina; mitobronitol; mitolacto!;
pipobroman; gacitosina; arabinosida ("Ara-C”); tiotepa; taxoide, por ejemplo,
paclitaxel (TAXOL®), formulacién de nanoparticula disefiada con albumina de
paclitaxel (ABRAXANE™), y docetaxel (TAXOTERE®); cloranbucil; 6-tioguanina;
mercaptopurina; metotrexato; agentes de platinio, como cisplatina, oxaliplatina (por
ejemplo, ELOXATIN®), y carboplatina; vincas, que previenen que la polimerizacion
de tubulina forme microtubulos, con inclusion de vinblastina (VELBAN®),
vincristina (ONCOVIN®), vindesina (ELDISINE®, FILDESIN®), y vinorelbina
(NAVELBINE®); etoposido (VP-18); ifosfamida; mitoxantrona; leucovorina;
novantrona; edatrexato; daunomicina; aminopterina; ibandronato; inhibidor de
topoisomerasa RFS 2000; difluormetilornitina (DMFO); retinoides, como acido
retinoico, con inclusion de bexaroteno (TARGRETIN®); bisfosfonatos, como
clodronato (por ejemplo, BONEFOS® o OSTAC®), etidronato {DIDROCAL®), NE-
58095, acido zoledronico /zoledronato (ZOMETA®), alendronato (FOSAMAX®},
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pamidronato (AREDIA®), tiludronato (SKELID®), o risedronato (ACTONEL®);
troxacitabina (un andlogo de citosina de nucledsido de 1,3-dioxolano);
oligonucledtidos antisentido, particularmente aquéllos que inhiben la expresion de
genes en los trayectos de sefializacidon implicados en la proliferacion celular
aberrante, como PKC-alpha, Raf, H-Ras, y receptor de factor de crecimiento
epidérmico (EGF-R, por sus siglas en inglés), vacunas, como vacuna
THERATOPE® y vacunas de terapia de gen, por ejemplo, vacuna ALLOVECTIN®,
vacuna LEUVECTIN®, y vacuna VAXID®; inhibidor de topoisomerasa 1 (por
gjemplo , LURTOTECAN®); rmRH (por ejemplo, ABARELIX®); BAY439006
(sorafenib; Bayer); SU-11248 (sunitinib, SUTENT®, Pfizer); perifosina, inhibidor
COX-2 (por ejemplo, celecoxib o etoricoxib), inhibidor de proteosoma (por ejemplo,
PS341); bortezomib (VELCADE®);, CCI-779; tipifarmib (R11577); orafenib,
ABT510; inhibidor Bcl-2, como sodio de oblimersen (GENASENSE®); pixantrona;
inhibidores de EGFR (ver definicion a continuacién); inhibidores de tirosina
quinasa (ver definicién a continuacién); inhibidores de serina-treonina quinasa,
como rapamicina (sirolimus, RAPAMUNE®); inhibidores de farnesiltransferas,
como lonafarnib (SCH 6636, SARASAR™); y sales farmacéuticamente aceptables,
acidos o derivados de cualquiera de los anteriores; asi como combinaciones de
dos o mas de los anteriores, como CHOP, una abreviacion para una terapia
combinada de ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, y prednisolona; y FOLFOX,
una abreviacién para un régimen de tratamiento con oxaliplatina (ELOXATIN™)
combinado con 5-FU y leucovorina.

Agentes quimioterapéuticos como se define en la presente incluyen
“agentes anti-hormonales” o “terapéuticos endocrino” que actuan para regular,
reducir, bloguear o inhibir los efectos que las hormonas que pueden promover el
crecimiento del cancer. Pueden ser hormonas mismo, incluidas sin limitacion:
anti-estrogenos con perfil agonista/antagonista mezclado, con inclusién de
tamoxifen (NOLVADEX®), 4-hidroxitamoxifen, toremifeno (FARESTON®),
idoxifeno, droloxifeno, raloxifeno (EVISTA®), trioxifeno, keoxifeno, y moduladores
de receptor de estrogeno receptivos (SERMs), como SERMS3; anti-estrégenos
puros sin propiedades agonistas, como fulvestrant (FASLODEX®), y EM800
(dichos agentes pueden bloquear la dimerizacion del receptor de estrogeno (ER,
por sus siglas en inglés), inhibir la unién a ADN, aumentar el rendimiento de ER,
y/o suprimir los niveles de ER); inhibidores de aromatasa, con inclusién de

aromatasa esteroide, como formestano y exemestanoc (AROMASIN®), e
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inhibidores de aromatasa sin esteroide, como anastrazol (ARIMIDEX®), letrozol
(FEMARA®) y aminoglutetimida, y otros inhibidores de aromatasa incluyen vorozol
(RIVISOR®), acetato de megestrol (MEGASE®), fadrozol, y 4(5)-imidazoles;
agonistas de hormona de liberacién de hormona leuteinizante, con inclusion de
leuprolida  (LUPRON® vy ELIGARD®), goserelin, buserelin, y tripterelin;
estereoides sexuales, con inclusion de progestinas, como acetato de megestrol y
acetato de medroxiprogesterona, estrogenos, como dietilstilbestrol y premarin, y
andrégenos/retinoides, como fluoximesterona, todo acido transretionico vy
fenretinida; onapristona; anti-progesteronas; reguladores por disminucion de
receptor de estrégeno (ERD, por sus siglas en inglés); anti-andrégenos, como
flutamida, nilutamida y bicalutamida; y sales farmacéuticamente aceptables,
acidos o derivados de cualquiera de los anteriores; asi como combinaciones de
dos 0 mas de los anteriores. |

Un “agente inhibidor del crecimiento” cuando se utiliza en !a presente se
refiere a un compuesto o composicién que inhibe el crecimiento de una célula
(como una célula que expresa EGFL7} ya sea in Vitro o in vivoPor lo tanto, el
agente inhibidor del crecimiento puede ser uno que reduzca de manera
significativa el porcentaje de células (como una células que expresa EGFL7) en
fase S. Los ejemplos de agentes inhibidores del crecimiento incluyen agentes que
bloquean la progresion del ciclo celular {en un sitio distinto de la fase S), como
agentes que inducen el arresto G1 y el arresto de la fase M. Los bloqueadores de
la fase M clasicos incluyen vincas (vincristina y vinblastina), taxanos, e inhibidores
de topoisomerasa |l, como doxorubicina, epirubicina, daunorubicina, etoposido, y
bleomicina. Aquellos agentes que detiene G1 también se esparcen en la
detencion de la fase S; por ejemplo, agentes alquilantes, como tamoxifen,
prednisona, dacarbazina, mecloretamina, cisplatina, metotrexato, 5-fluorouracilo, y
ara-C. Asimismo, puede encontrarse informacién en Mendelsohn and Israel, eds.,
The Molecular Basis of Cancer, Capitulo 1, titulado "Cell cycle regulation,
oncogenes, and antineoplastic drugs" por Murakami et al. (W.B. Saunders,
Philadelphia, 1995), por ejemplo, p. 13. Los taxanos (paclitaxel y docetaxel) son
farmacos contra el céncer los cuales derivan del arbol tejo. Docetaxel
(TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer), derivado del tejo europeo, es un analogo
semisintetico de paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb). Paclitaxel y docetaxel
promueven el ensamblaje de microttbulos de dimeros de tubulina y estabilizan los
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microtabulos mediante la prevencion de la depolimerizacion, que da por resultado
la inhibicion de la mitosis en las células.

El “Doxorubicin” es un antibiético de antraciclina. El nombre quimico
completo de doxorubicin es (8S-cis)-10-[(3-amino-2,3,6-trideoxi-a-L-lixo-
hexapiranosilo)oxil-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-8-(hidroxyacetilo)-1-metoxi-
5,12-nafthcenediona.

El término “polipéptido que comprende regién Fc” se refiere a un
polipéptido, como un anticuerpo o inmunoadhesina (ver definiciones a
continuacion), que comprende una region Fc. La lisina de terminal C (residuo 447
de acuerdo con el sistema de numeracion EU) de la regién Fc puede eliminarse,
por ejemplo, durante la purificacion del polipéptido o mediante el disefio
recombinante del acido nucleico que codifica el polipéptido. Por consiguiente, una
composicién que comprende un polipéptido que tiene una regién Fc de acuerdo
con esta invencién puede comprende polipéptidos con K447, con todo el K447
eliminado, o una mezcla de anticuerpos con residuo K447 o sin éste.

A lo largo de la presente memoria descriptiva y reivindicaciones, la palabra
“comprender” o variaciones, como "comprende” o "que comprende" se entendera
que implican la inclusién de un numero entero establecido o grupo de numeros
enteros, pero no excluye cualquier otro numero entero o grupos de nlmeros

enteros.

Generacion de anticuerpos variantes que exhiben respuesta HAMA minima
0 ausente

La reduccion o eliminacion de respuesta HAMA es un aspecto significativo
del desarrolio clinico de agentes terapéuticos adecuados. Ver, por ejemplo,
Khaxzaeli et al., J. Natl. Cancer Inst. (1988), 80:937; Jaffers et al., Transplantation
(1986), 41:572; Shawler et al., J. Immunol. (1985), 135:1530; Sears et al., J. Biol.
Response Mod. (1984), 3:138; Miller et al., Blood (1983), 62:988; Hakimi et al., J.
Immunol. (1891), 147:1352; Reichmann et al., Nature (1988), 332:323; Junghans
et al., Cancer Res. (1990), 50:1495. Como se describe en la presente, la
invencion proporciona anticuerpos que se humanizan de manera que la respuesta
HAMA se reduce o elimina. Las variantes de anticuerpos pueden ademas
obtenerse mediante métodos rutinarios conocidos en la técnica, alguno de los

cuales se describen a continuacion.
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Por ejemplo, una secuencia de aminodcidos de un anticuerpo como se
describe en la presente puede servir como una secuencia de partida (originai)
para la diversificacion del marco y/o secuencia(s) hipervariable(s). Una secuencia
marco seleccionada a la que se une un secuencia hipervariable de partida se
refiere en la presente como un marco humano aceptante. A pesar de que los
marcos humanos aceptantes pueden originarse o derivar de inmunoglobulina
humana (las regiones de VL y/ VH de los mismos), preferentemente, los marcos
humanos aceptantes se originan o derivan de una secuencia de marco consenso
humana, como marcos que han demostrado tener minima o ninguna
inmunogenicidad en pacientes humanos.

Cuando el aceptante deriva de una inmunoglobulina humano, uno puede
seleccionar opcionalmente una secuencia marco human que se selecciona en
base a su homologia con la secuencia marco donante mediante el alineamiento de
la secuencia marco donante con varias secuencias marco humanas en una
coleccion de secuencias de marco humanas, y seleccionar la secuencia marco
mas homoéloga como el aceptante.

En una realizacion, los marcos de consenso hurﬁano en la presente se
originan o derivan de secuencias marco consenso de subgrupo | kappa de VL y/
de subgrupo Ili de VH.

Por o tanto, el marco humano aceptante de VH puede comprender una,
dos, tres o todas las secuencias de marco:

FR1 que comprende EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEC 1D N°:
197),

FR2 que comprende WVRQAPGKGLEWYV (SEC ID N°: 198),

FR3 que comprende FR3 comprende
RFTISX1DX2SKNTX3YLQMNSLRAEDTAVYYC (SEC ID N°: 205), en donde X1
esAOR X2esToN,yX3esAolL,

FR4 que comprende WGQGTLVTVSS (SEC ID N°: 200).

En una realizacién, el marco humano aceptante de VH comprende una,
dos, tres o todas las secuencias marco:

FR1 que comprende EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEC ID N©°
197),

FR2 que comprende WWRQAPGKGLEWYV (SEC ID N°: 198),
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FR3 que comprende RFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYC (SEC ID
N°. 231), RFTISADTSKNTAYLOQMNSLRAEDTAVYYCA (SEC 1D N° 206),
RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAR (SEC ID N° 207),

RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCS (SEC ID N°: 208), o

RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSR (SEC ID N°: 209)

FR4 que comprende WGQGTLVTVSS (SEC ID N°: 200).

El marco humano aceptante de VL puede comprender una, dos, tres o
todas las secuencias marco:

FR1 gque comprende DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID N°: 201),

FR2 que comprende WYQQKPGKAPKLLIY (SEC ID N°: 202),

FR3 que comprende GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC
ID N°: 203),

FR4 que comprende FGQGTKVEIK (SEC ID N°: 204).

A pesar de que un aceptante puede ser idéntico en secuencia a la
secuencia de marco humana seleccionada, ya sea que provenga de una
inmunoglobulina humana o un marco consenso humano, la presente invencion
contempla que la secuencia aceptante puede comprende sustituciones de
aminoacidos pre-existentes relativas a la secuencia de inmunoglobulina humana o
secuencia marco consenso humana. Estas sustituciones pre-existentes son
preferentemente minimas; generalmente cuatro, tres, dos o una diferencia de
aminoacidos solamente relativa a la secuencia de inmunoglobulina humana o
secuencia marco consenso.

Los residuos de region hipervariable de anticuerpo no humano se
incorporan en los marcos humanos aceptantes en el VL y/o VH. Por ejemplo, uno
puede incorporar residuos correspondientes a los residuos de CDR Kabat, los
residuos de bucle de hipervariable de Chotia, y los residuos Abm, y/o residuos de
contacto. En forma opcional, los residuos de region hipervariable extendida se
incorporan de la siguiente manera: 24-34 (L1), 50-56 {L2) y 89-97 (L3), 26-35
(H1), 50-65 0 49-65 (H2) y 93-102, 94-102, 0 95-102 (H3).

Mientras que la “incorporaciéon” de residuos de regién hipervariable se
explican en la presente, se apreciard que puede lograrse de varias maneras, por
ejemplo, acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos deseada puede
generarse mediante la mutacion del acido nucleico que codifica la secuencia de
dominio variable de ratén de manera que los residuos de marco de la misma se

cambien a los residuos de de marco humano aceptante, o mediante la mutacién
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del acido nucleico que codifica la secuencia de dominio variable humana de
manera que los residuos del dominio hipervariable se cambian a residuos no
humanos, o0 mediante la sinterizacidén del acido nucleico que codifica la secuencia
deseada, etc.

En los ejemplos en la presente, las variantes injertadas en la regién
hipervariable se generaron mediante la mutagénesis de Kunkel del acido nucleico
que codifica las secuencias aceptantes humanas, utilizando un oligonucleétido
separado para cada region hipervariable. Kunkel et al, Methods Enzymol.
154:367-382 (1987). Los cambios adecuados introducidos dentro del marco y/o
la regiéon hipervariable, utilizando técnicas de rutina, para corregir y reestablecer
las interacciones de antigeno y la regién hipervariable adecuadas.

La muestra de fago(mid) (también mencionada en la presente como
muestra de fago en algunos contextos) puede utilizarse como un método
conveniente y rapido para generar y controlar muchos anticuerpos variantes
potenciales diferentes en una genoteca generada mediante randomizacion de
secuencia. Sin embargo, otros métodos para hacer y clasificar los anticuerpos
alterados estan disponibles para el experto.

La tecnologia de muestra de fago(mid) ha proporcionado una herramienta
poderosa para generar y seleccionar proteinas noveles que se unen a un ligando,
como un antigeno. El uso de técnicas de muestra de fago(mid) permite la
generacion de grandes genotecas de variantes de proteina que puede clasificarse
rapidamente clasificarse para aquellas secuencias que unen a la molécula banco
con alta afinidad. Los acidos nucleicos que codifican los polipéptidos variantes
son generalmente fusionados a una secuencia de acido nucleico que codifica una
proteina de recubrimiento viral, como la proteina del gen |1l o proteina del gen Vill.
Se han desarrollado los sistemas de muestra de fagomid monovalente donde la
secuencia de acido nucleico que codifica la proteina o polipéptido se fusiona a una
secuencia de acido nucleico que codifica una porcion de la proteina del gen lll.
(Bass, S., Proteins, 8:309 (1990); Lowman y Wells, Methods: A Companion fo
Methods in Enzymology, 3:205 (1891)). En un sistema de muestra de fagomid
monovalente, la fusién de gen se expresan en niveles bajos y proteinas de gen lil
de tipo salvaje también se expresan de manera qué la inefectividad de las
particulas se retiene. Los métodos de generacion de genotecas e péptido y
clasificacion de genotecas han sido descriptas en muchas patentes {por ejempilo,
Patente de los Estados Unidos N.°5.723.286, Patente de los Estados Unidos N.°
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5.432.018, Patente de los Estados Unidos N.° 5.580.717, Patente de los Estados
Unidos N.°5.427.908 y Patente de los Estados Unidos N.° 5.488.530).

Las genotecas de anticuerpos polipéptidos de unién al antigeno se han
preparado de diversas maneras con inclusién de la alteracién de un solo gen
mediante la insercidn de secuencias de ADN aleatorias o0 mediante la clonacion de
una familia de genes relacionados. 1l.os métodos de muestra de anticuerpos o
fragmentos de unién al antigeno usando muestra de fago(mid) han sido descriptos
en las Patentes de los Estados Unidos N.° 5.750.373, 5.7;33.743, 5.837.242,
5.969.108, 6.172.197, 5.580.717, y 5.658.727. La genoteca se clasifica por la
expresion de anticuerpos o proteinas de unién al antigeno con las caracteristicas
deseadas.

Los métodos de sustitucion de un aminoacido de eleccién en un Aacido
nucleico patrén son muy conocidos en la técnica, algunos de las cuales se
describen en la presente. Por ejemplo, los residuos de regién hipervariable
pueden sustituir utilizando el método Kunkel. Ver, por ejemplo, Kunkel et al,
Methods Enzymol. 154:367-382 (1987).

La secuencia de oligonucleétidos incluye uno ¢ mas de los grupo de codoén
designados para los residuos de region hipervariable a alterarse. Un grupo de
coddn es un grupo de secuencias triplete de nucledtido diferentes utilizadas para
codificar los aminoacidos variantes deseados. Los grupos de codones pueden ser
representados utilizando simbolos para designar los nucledtidos particulares o
mezclas de nucleétidos como se muestra a continuacion de acuerdo con el ¢cddigo
IUB.

CODIGOS IUB

G Guanina

A Adenina

T Timina

C Citosina

R(AoG)

Y{CoT)

M (A o C)

K(GoT)

S(CoQG)

W(AoT)

H(AoCoT)
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B(CoGoT)

V{AoCoG)

D AoGoT)

NAocCoGoT)

Por ejemplo, en el grupo de coddn DVK, D puede ser nucledtidos Ao Go T,
Vpuede ser Ao G C;y K puede ser G o T. Este grupo de codones puede estar
presente en 18 codones diferentes y puede codificar aminoacidos Ala, Trp, Tyr,
Lys, Thr, Asn, Lys, Ser, Arg, Asp, Glu, Gly, y Cys.

Los grupos oligonucledtido o cebadores pueden sintetizarse utilizando
métodos estandar. Un grupo de oligonucledtidos puede sintetizarse, por ejemplo,
mediante sintesis de fase sélida, que contiene secuencias que representan todas
las combinaciones posibles de tripletes de nucledtidos proporcionados por el
grupo de codones y que codificaran el grupo deseado de aminoacidos. La sintesis
de oligonucledtidos con la “degeneracion” de nucleétido seleccionado en ciertas
posiciones es muy conocida en la técnica. Dichos grupos de nucleétidos que tiene
ciertos grupos de codones pueden sintetizarse utilizando sintetizantes de 4acido
nucleico comerciales (disponibles de, por ejemplo, Applied Biosystems, Foster
City, CA), o pueden obtenerse comercialmente (por ejemplo, de Life Technologies,
Rockville, MD). Por lo tanto, un grupo de oligonucleétidos sintetizados gque tiene
un grupo de coddon particular generalmente incluye una pluralidad de
oligonucledtios con diferentes secuencias, las diferencias establecidas por el
grupo de codones dentro de la secuencia completa. Los oligonucleétidos, como se
utilizan de acuerdo con la invencion, tienen secuencias que permiten la hibridacion
a un patrén de acido nucleico de dominio variable y también incluyen los sitios de
enzima de restriccion para fines de clonacion.

En un metodo, las secuencias de acido nucleico que codifican aminoacidos
variantes pueden crearse mediante mutagénesis mediada por oligonucleétidos.
Esta técnica es muy conocida como lo describe Zoller ef al. Nucleic Acids Res.
10:6487-6504(1987). Brevemente, las secuencias de acido nucleico que codifican
los aminodcidos variantes se crean mediante la hibridacién de un grupo de
oligonucledtidos que codifica los grupos de codén deseados a un patron de ADN,
donde el patron es la forma de una sola cadena del plasmido que contiene una
secuencia patron de acido nucleico de regién variable. Luego de la hibridacion, la
polimerasa de ADN se utiliza para sintetizar una segunda cadena complementaria

completa del patron que por lo tanto incorporara el cebador de oligonucledtido y



50

contendra los grupos de codones como fueron proporcionados por el grupo de
oligonucledtidos.

Generalmente, se utilizan oligonucledtidos de menos 25 nucleétidos de
longitud.  Un oligonucleétido optimo tendra 12 a 15 nucledtidos que son
completamente complementarios al patrén en cada lado del nucledtido(s) que
codifica para la mutacién o las mutaciones. Esto asegura que el oligonucledtido
hibridice adecuadamente a la molécula patréon de ADN de una sola cadena. Los
oligonucledtidos son facilmente sintetizados utilizando técnicas conocidas en la
técnica como las descriptas por Crea et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA, 75:5765
(1978).

El patron de ADN es generado por aquellos vectores que derivan de los
vectores M13 del bacteriéfago (los vectores M13mp18 y M13mp19
comercialmente disponibles son adecuados), o aquellos vectores que contiene un
origen de fago de una sola de cadena de replicacion como lo describe Viera ef al.,
Meth. Enzymol., 163:3 (1987). Por lo tanto, el ADN que debe mutarse puede
insertarse en uno de estos vectores a los fines de generar un patrén de una sola
cadena. La produccién del patrén de una sola cadena que se describe en las
secciones 4.21-4.41 de Sambrook et al., anteriores.

A los fines de alterar la secuencia de ADN nativa, el oligonucledtido se
hibridiza a un patrén de una sola cadena en condiciones de hibridacion
adecuadas. Una enzima polimerizante de ADN, generalmente polimerasa de T7
DNA o el fragmento Klenow de polimerasa | de ADN luego se agrega para
sintetizar la cadena complementaria del patron utilizando el oligonucleétido como
cebador para la sintesis. Por lo tanto, se forma una molécula heteroduplex de
manera que una cadena de ADN codifica la forma mutada del gen 1, y la otra
cadena (el patrén original) codifica la secuencia no alterada, nativa del gen 1. Esta
molécula heteroduplex luego se transforma en una célula huésped adecuada,
generalmente una procariota como E. coli JIM101. Luego de cultivar las células, se
colocan en placas de agarosa y se clasifican utilizando el cebador de
oligonucledtido radiomarcado con un Fosfato 32 para identificar las colonias
bacteriales que contienen el ADN mutado.

El método descripto en forma inmediatamente anterior puede modificarse
de manera que una molécula homoduplex se crea en donde ambas cadenas del
plasmido contienen la mutacién o mutaciones. Las modificaciones son las

siguientes: El oligonucledtido de una sola cadena se aliena al patron de una sola
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cadena como se describi6 anteriormente. Una mezcla de tres
desoxirribonucleotidos, deoxirriboadenosina (dATP), deoxirriboguanosina (dGTP),
y deoxirribotimidina (dTT), se combina con una tiodeoxiribocitosina modificada
llamada dCTP-(aS) (que puede obtenerse de Amersham). Esta mezcla se agrega
al complejo de patron—oligonucledtido. Al momento del agregado de polimerasa
de ADN a esta mezcla, una cadena de ADN idéntica al patrén excepto por las
bases mutadas se genera. Asimismo, esta nueva cadena de ADN contendra
dCTP-(aS) en lugar de dCTP, que sirve para protegerla de la digestién de
endonucleasa de restriccion. Luego de que la cadena de patrén del heterodplex
de doble cadena se fragmenta con una enzima de restriccion apropiada, la cadena
de patron puede digerirse con nucleasa Exolll u otra nucleasa adecuada pasada la
region que contiene el o los sitios a mutagenizarse. La reaccion luego se detiene
para dejar una molécula que solo es parcialmente de cadena dnica. Un
homodiplex de ADN de doble cadena completo luego se forma utilizando
polimerasa de ADN en la presencia de los cuatros trifosfatos
desoxirribonuclettidos, ATP y ligasa de ADN. Esta moiécula homoduplex puede
iuego transformarse en una célula huésped adecuada.

Como se indicé anteriormente la secuencia del grupo de oligonucleétido es
de una longitud suficiente para hibridizar el acido nucleico patrén y pueden
tambien, pero no necesariamente contener sitios de restriccion. El patrén de ADN
puede ser generado por aquelios vectores que derivan de los vectores M13 de
bacteriofago o vectores que contienen origen de fago de una sola cadena de
replicacidon como lo describe Viera ef al. Meth. Enzymol., 153:3 (1987). Por lo
tanto, el ADN que debe mutarse puede insertarse en uno de estos vectores a los
fines de generar un patrén de una sola cadena. La produccion del patrén de una
sola cadena se describe en las secciones 4.21-4.41 de Sambrook ef al., supra.

De acuerdo con otro método, una genoteca puede generarse mediante la
provision de grupos de nucledtidos de ida y vuelta, cada grupo tiene una
pluralidad de oligonucledtidos con diferentes secuencias, las diferentes
secuencias establecidas por grupos de codones proporcionados dentro de la
secuencia de oligonucledtidos. Los grupos de oligonucledtidos de ida y vuelta
junto con una secuencia de acido nucleico patron de dominio variable pueden
utilizarse en una reaccién de cadena de polimerasa para generar una “genoteca”
de productos PCR. Los productos PCR pueden denominarse “casetes de acido

nucleico”, ya que pueden fusionarse con otras secuencias de acido nucleico
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relacionadas o no relacionadas, por ejemplo, proteinas de recubrimiento viral y
dominios de dimerizacién utilizando las técnicas de biologia molecular estandar
establecidas.

La secuencia de cebadores de PCR incluye uno o mas de los grupos de
codones disefiados para el solvente accesible y posiciones altamente diversas en
una region hipervariable. Como se describi¢ anteriormente, un grupo de coddn es
un grupo de secuencias triplete de nucledtido diferentes utilizadas para codificar
los aminoacidos variantes deseados.

Los selectores de anticuerpos que cumplen con el criterio deseado. Segun
la seleccion a través de las etapas de clasificacion/ seleccidén adecuadas pueden
aislarse y clonarse utilizando técnicas recombinantes estandar.

Fragmentos de anticuerpos

La presente invencion abarca fragmentos de anticuerpo. Los fragmentos de
anticuerpo pueden generarse por medios tradicionales, como digestién enzimatica,
0 mediante técnicas recombinantes. En ciertas circunstancias es ventajoso usar
fragmentos de anticuerpos, mas que los anticuerpos completos. El tamafio mas
pequefio de los fragmentos permite una limpieza rapida y puede llevar a un
acceso mejorado a los tumores sélidos. Para una revision de ciertos fragmentos
de anticuerpos, ver Hudson et al. (2003) Nat. Med. 9:129-134.

Diversas técnicas se han desarrollado para la produccion de fragmentos de
anticuerpo. Tradicionalmente, estos fragmentos derivaron a través de la digestion
proteoclitica de anticuerpos intactos (ver, por ejemplo, Morimoto et al., Journal of
Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992); y Brennan et al.,
Science, 229:81 (1985)). Sin embargo, estos fragmentos pueden ahora producirse
directamente por células huésped recombinantes. Los fragmentos de anticuerpo
Fab, Fv y ScFv pueden todos expresarse y segregarse de E. coli, por lo tanto
permite la facil produccidén de grandes cantidades de estos fragmentos. Los
fragmentos de anticuerpos pueden aislarse de las genotecas de fago de
anticuerpo como se explicd anteriormente. En forma alternativa, los fragmentos
Fab'-SH pueden recuperarse directamente de E. coli y acoplarse quimicamente
para formar fragmentos F(ab"); (Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992)).
De acuerdo con otro enfoque, los fragmentos F(ab'); pueden aislarse directamente
del cultivo de célula huésped recombinante. El fragmento Fab y F(ab'), como
mayor vida media in vivo que comprende residuos de epitope de unién a receptor
de reciclaje se describen en la Patente de los Estados Unidos N.° 5.869.046. Otras

&0
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técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpos seran evidentes para el
experto. En ciertas realizaciones, un anticuerpo es un fragmento Fv de cadena
Unica (sckv). Ver WO 93/16185: Patente de los Estados Unidos N.° 5.571.894; y
5.5687.458. Fv y scFv son las Unicas dos especies con sjtios de combinacion
infactos que son carentes de regiones constantes; por lo tanto, pueden ser
adecuados para la unidn no especifica reducida durante el uso in vivo. Las
proteinas de fusién scFv pueden construirse para proporcionar la fusion de una
proteina efectora en cualquier termina! amino o carboxi de un scFv. Ver Antibody
Engineering, ed. Borrebaeck, supra. El fragmento de anticuerpo también puede
ser un “anticuerpo lineal”, por ejemplo, como se describe en la Patente de los
Estados Unidos N.°5.641.870, por ejemplo. Dichos anticuerpos lineales pueden
ser monoespcificos o bispecificos.

Anticuerpos Humanizados

La invencion abarca anticuerpos humanizados. Varios métodos para la
humanizacion de anticuerpos no humanos son conocidos en la técnica. Por
ejemplo, un anticuerpo humanizado puede tener uno o mas residuos de
aminoacidos introducidos en el mismo de una fuente que es no humana. Estos
residuos de aminoacidos no humano generalmente se denominan en {a presente
residuos de “importacion”, que generalmente se toman de un dominio variable de
“importacion”. La humanizacion basicamente puede llevarse a cabo siguiendo el
metodo de Winter y cotrabajadores (Jones ef al. (1986) Nature 321:522-525;
Riechmann et al. (1988) Nature 332:323-327; Verhoeyen et al. (1988) Science
239:1534-1536), mediante la sustitucion de secuencias de regién hipervariable
para las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Por
consiguiente, dichos anticuerpos “humanizados” son anticuerpos quiméricos
(Patente de los Estados Unidos N.°4.816.567) en donde sustancialmente menos
de un dominio variable humano ha sido sustituido por la secuencia
correspondiente de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos
humanizados tipicamente son anticuerpos humanos en los algunos residuocs de la
regiébn hipervariable y posiblemente algunos residuos FR son sustituidos con
residuos de sitios anéalogos en anticuerpos de roedores.

La eleccion de dominios variables humanos, tanto livianos como pesados, a
utilizase en la realizacion de anticuerpos humanizados puede ser importante para
reducir la antigenicidad. De acuerdo con el lamado método de “mejor ajuste”, la
secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor es analizada respecto

&



54

de la genoteca completa de secuencias de dominio variable conocidas. La
secuencia humana mas cercana a la del roedor luego se acepta como el marco
humano para el anticuerpo humanizado. Ver, por ejemplo, Sims ef al. (1993) J.
Immunol. 151:2296; Chothia et al. (1987) J. Mol. Biol. 196:901. Otro método utiliza
un marco particular derivado de la secuencia consenso de todos los anticuerpos
humanos de un subgrupo particular de cadenas livianas o pesadas. El mismo
marco puede utilizarse para varios anticuerpos humanizados diferentes. Ver, por
ejemplo, Carter et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285; Presta et al.
(1993) J. Immunol., 151:2623.

Asimismo, generalmente es conveniente que los anticuerpos se humanicen
con la retencion de alta afinidad para el antigeno y otras propiedades bioldgicas
favorables. A los fines de lograr este objetivo, de acuerdo con un método, los
anticuerpos humanizados se preparan mediante un proceso de analisis de
secuencias originales y varios productos humanizados conceptuales utilizando
modelos tridimensionales de las secuencias originales y humanizadas. Los
modelos de inmunoglobulina tridimensionales son cominmente disponibles y son
conocidos para aquellos con experiencia en la técnica. Los programas
informaticos estadn disponibles los cuales ilustran y muestran estructuras
conformacionales tridimensionales probables de secuencias de inmunoglobulina
candidatas seleccionadas. La inspeccion de estas muestras permite el analisis del
rol probable de los residuos en el funcionamiento de secuencia de
inmunoglobulina candidata probable, es decir, el anédlisis de residuos que
influencian la capacidad de la inmunoglobulina candidata de unirse a su antigeno.
De este modo, los residuos FR pueden seleccionarse y combinarse de las
secuencias receptoras y de importaciéon de manera que la caracteristica del
anticuerpo deseada, como la mayor afinidad para el o los antigenos blanco se
logra. En general, los residuos de regién hipervariable son directa y mas
sustancialmente involucrados en la influencia de union al antigeno.

Anticuerpos Humanos

Los anticuerpos de la invencidn pueden construirse mediante la
combinacion de secuencia(s) de dominio variable del clon Fv seleccionadas de
genotecas de expresion en fagos derivados de humanos con secuencia(s) de
dominio constante humano, tal como se describié con anterioridad. En forma
alternativa, los anticuerpos monoclonales de la invencion pueden realizarse

mediante el método de hibridoma. Las lineas celulares de mieloma humano y
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heteromieloma raton-humanc para la producciéon de anticuerpos monoclonales
humanos han sido descriptos, por ejemplo, por Kozbor J. Immunol., 133: 3001
(1984);, Brodeur et al, Monoclonal Antibody Production Techniques and
Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987); y Boerner ef al., J.
Immunol., 147 86 (1991).

Ahora es posible producir animales transgénicos (por ejemplo ratones) que
son capaces, mediante inmunizacién, de producir un repertorio completo de
anticuerpos humanos en ausencia de la produccion de inmunoglobina endégena.
Por ejemplo, se ha descripto que la supresion del homocigo del gen de la regién
de unién de cadena pesada del anticuerpo (JH) en ratones mutantes quiméricos y
de linea de germen resulta en la inhibicion completa de la produccion de
anticuerpos enddgenos. La transferencia de una matriz del gen de inmunoglobina
de linea de germen humano en dichos ratones mutantes de linea de germen
resultara en la produccion de anticuerpos humanos mediante una prueba de
provocacion del antigeno. Ver, por ejemplo, Jakobovits ef al., Proc. Natl. Acad. Sci
USA, 90: 2551 (1993), Jakobovits et al., Nature, 362; 255 (1993); Bruggermann et
al., Yearin Immunol., 7: 33 (1993).

El intercambio de genes puede utilizarse para obtener anticuerpos humanos
de anticuerpos no humanos, por ejemplo, de roedores, donde el anticuerpo
humano posee afinidades y especificidades similares al anticuerpo no humano del
comienzo. De acuerdo a este método, que también se llama "impresién de
epitope” ya sea la regién variable de la cadena pesada o liviana de un fragmento
de anticuerpo humano que se obtuvo mediante técnicas de expresién de fagos, tal
como se describe en el presente, se reemplaza con un repertorio de genes de
dominio V humanos, creando una poblacién de quimeras Fab o scFv de cadena
humana/cadena no humana. La seleccion con antigenos da como resultado el
aislamiento de un scFv o Fab quimérico de cadena humana/cadena no humana en
donde la cadena humana reestablece el sitio de union al antigeno que se destruy6
por la extraccion de ia cadena no humana correspondiente en el clon de
expresion de fago primario, es decir, el epitope rige (imprime) la eleccion del
compaiiero de la cadena humana. Cuando se repite el proceso a fin de
reemplazar la cadena no humana restante, se obtiene un anticuerpo humano (ver
PCT WO 93/06213 publicado el 1 de abril de 1993). A diferencia de la

humanizacién tradicional de los anticuerpos no humanos mediante el injerto de
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HVR, esta técnica ofrece anticuerpos humanos en forma completa, los cuales no
poseen residuos de FR o HVR de origen no humano.

Anticuerpos Biespecificos

Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos monoclonales que poseen
especificidades de union para al menos dos antigenos diferentes. En ciertas
realizaciones, los anticuerpos biespecificos son anticuerpos humanos o
humanizados. En ciertas realizaciones, una de las especificidades de union es
para EGFL7 y la otra es para cualquier otro antigeno. En ciertas realizaciones, el
otro antigeno es un factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), por ejemplo,
el epitopo unido mediante los anticuerpos bevacizumab y ranibizumab. En ciertas
realizaciones, el anticuerpo biespecifico tiene un primer brazo que comprende las
secuencias HVR de un anticuerpo de la invencién y un segundo brazo que
comprende secuencias de HVR de bevacizumab o ranibizumab. En ciertas
realizaciones, el anticuerpo biespecifico comprende las secuencias VH y VL de
bevacizumab o© ranibizumab. En ciertas realizaciones, los anticuerpos
biespecificos pueden unirse a dos epitopos distintos de EGFL7. Los anticuerpos
biespecificos pueden también utilizarse para Iocalizaf agentes citotoxicos para
células que expresan EGFL7. Estos anticuerpos poseen un brazo de unién a
EGFL7 y un brazo que se une un agente citotéxico, como por ejemplo, saporina,
anti-interferon-a, vinca alcaloide, cadena A de ricina, metotrexato o hapteno de
is6topo radioactivo. Los anticuerpos biespecificos puede preparase como los
anticuerpos de extension completa o fragmentos de anticuerpos (por efemplo.
Anticuerpos especificos F(ab"),).

Los metodos para realizar anticuerpos biespecificos se conocen en la
técnica. Tradicionalmente, la produccién recombinante de anticuerpos
biespecificos se basa en la co-expresion de dos pares de de cadena pesada-
cadena liviana de inmunoglobina, en donde las dos cadenas pesadas poseen
diferentes especificidades (Milstein and Cuello, Nature, 305: 537 (1983)). Debido a
la variedad aleatoria de las cadenas pesadas y livianas de inmunoglobina, estos
hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de 10 moléculas de
anticuerpos diferentes, de las cales sélo una posee la estructura biespecifica
correcta. La purificacion de la molécula correcta, que generalmente se realiza
mediante pasos de cromatografia de afinidad, es bastante engorrosa y los
rendimientos del producto son bajos. Se desarrollan procedimientos similares en
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WO 93/08829 publicado el 13 de mayo de 1993, y en Traunecker et al., EMBO J.,
10: 3655 (1991).

De acuerdo a un enfoque diferente, los dominios variables de anticuerpos
con las especificidades de unién (sitios de combinacién anticuerpo-antigeno) su
fusionan a secuencias de dominio constante de inmunoglobina. La fusién, por
ejemplo, es con un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobina,
comprende al menos parte de las regiones conectoras CH2 y CH3. En algunas
realizaciones, la primera region constante de cadena pesada (CH1), que contiene
el sitio necesario para la unién de la cadeha liviana se encuentra presente en al
menos una de las fusiones. Los ADNs que codifican las fusiones de cadena
pesada de inmunoglobina vy, si se desea, la cadena liviana de inmunogiobina, se
introducen en vectores de expresidon separados, y se co-transfectan en un
organismo huesped idoneo. Esto asegura una gran flexibilidad al ajustar las
proporciones mutuas de los tres fragmentos de polipéptidos en realizaciones en
las que las proporciones desiguales de las cadenas de polipéptidos utilizadas en la
construccion ofrecen rendimientos éptimos. Es posible, sin embargo, introducir |as
secuencias codificadoras para dos o las tres cadenas de polipéptidos en un vector

de expresion cuando la expresién de al menos dos cadenas de polipéptidos en
| proporciones iguales resulta en rendimientos altos o cuando las proporciones no
son de una importancia particular.

En una realizacién de este enfoque, los anticuerpos biespecificos estan
compuestos de una cadena pesada de inmunoglobina hibrida con una primera
especificidad de unién en un brazo y un par de cadena pesada-cadena liviana de
inmunoglobina hibrida (lo que proporciona una segunda especificidad de unidn) en
el otro brazo. Se descubrid que esta estructura asimétrica facilita la separacion del
compuesto biespecifico deseado de las combinaciones de cadena de
inmunoglobina que no deseadas debido a que la presencia de una cadena liviana
de inmunoglobina sélo en una mitad de la molécula biespecifica asegura una
forma simple de separacion. Este enfoque se desarrolla en WO 94/04690. Para
mas detalles de generacion de anticuerpos biespecificos véase por favor, Suresh
et al., Methods in Enzymology, 121:210 (1986).

De acuerdo a otro enfoque, la interfase entre un par de moléculas de
anticuerpos puede disefiarse para maximizar el porcentaje de heterodimeros
recubiertos del cultivo de células recombinantes. La interfase comprende al menos

una parte del dominio C43 de un dominio constante del anticuerpo. En este
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método, una o mas cadenas laterales pequefias de aminoacidos de la interfase de
la primera molécula del anticuerpo se reemplazan con cadenas laterales mas
grandes (por ejemplo tirosina o triptéfano). En la interfase de la segunda molécula
del anticuerpo se crean “cavidades” compensatorias de tamario idéntico o similar
al de las cadenas laterales grandes mediante el reemplazo de cadenas laterales
de aminoacidos grandes por las mas pequefias (por ejemplo, alanina o treonina).
Esto ofrece un mecanismo para aumentar el rendimiento del heterodimero por
sobre otros productos finales no deseados como los homodimeros.

Los anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos entrecruzados o
"heteroconjugados”. Por ejemple, uno de los anticuerpos en el heteroconjugado
puede unirse a la avidina, el otro a la biotina. Se han propuesto, por ejemplo,
dichos anticuerpos, para dirigirse a células del sistema inmunoldgico a células no
deseadas (Patente de los Estados Unidos N.° 4.676.980), y para el tratamiento de
la infeccion del HIV (WO 91/00360, WO 92/00373, y EP 03089). Los anticuerpos
heteroconjugados pueden realizarse mediante la utilizacion de cualquier método
de entrecruzado conveniente. Los agentes de entrecruzado idéneos son muy
conocidos en el area y se desarrollan en la Patente de los Estados Unidos N°
4.676.980, junto con un nimero de técnicas de entrecruzado.

Las técnicas de generacion de anticuerpos biespecificos de fragmentos de
anticuerpos también se han descripto en la bibliografia. Por ejemplo, los
anticuerpos biespecificos pueden prepararse mediante un enlace quimico.
Brennan ef al., Science, 229: 81 (1985) describe un procedimiento en el cual los
anticuerpos intactos se escinden en forma proteolitica para generar fragmentos
F(ab'),. Estos fragmentos se reducen en la presencia de la arsenita de sodio del
agente complejante de ditiol para estabilizar los ditioles vecinales y prevenir la
formacion de disulfuro intermolecular. Los fragmentos Fab' generados luego se
convierten a derivados de tionitrobenzoato (TNB). Uno de los derivados Fab'-TNB
luego se reconvierte a Fab'-tiol mediante la reduccién con mercaptoetilamina y se
mezcla con una cantidad -equimolar del otro derivado Fab'-TNB para formar el
anticuerpo  biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos pueden
ufilizarse como agentes para la inmovilizacién selectiva de enzimas.

El progreso reciente ha facilitado la recuperacion directa de los fragmentos
Fab'-SH de E. coli, que pueden unirse quimicamente para formar anticuerpos
biespecificos. Shalaby et al, J. Exp. Med., 175: 217-225 (1992) describe la

produccién de una molécula F(ab'), del anticuerpo biespecifico humanizado en
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forma completa. Cada fragmento Fab' se segreg6 en por separado del E. coli y se
los sometio a acoplamiento quimico in vitro para formar el anticuerpo biespecifico.
El anticuerpo biespecifico formado de ese modo fue capaz de unirse a células que
sobreexpresan el receptor HER2 y células T humanas normales, asi como
también provocar la actividad litica de los linfocitos citotéxicos humanos contra los
tumores de mama humanos blanco.

También se han descripto varias técnicas para realizar y aislar fragmentos
de anticuerpos biespecificos en forma directa del cultivo de células recombinantes.
Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos mediante la utilizacién de
cierres de leucina. Kostelny ef al., J. /mmunol., 148(5):1547-1553 (1992). Los
péptidos de cierres de leucina de las proteinas Fos y Jun se unieron a ias
porciones Fab' de dos anticuerpos diferentes mediante fusion de genes. Los
homodimeros del anticuerpo se redujeron en la region conectora para formar
monomeros Y luego se re oxidaron para formar heterodimeros del anticuerpo. Este
metodo puede utilizarse también para la producciéon de homodimeros del
anticuerpo. La tecnologia de "diacuerpo” descripta por Hollinger et al., Proc. Nat!.
Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993) ha ofrecido otro mecanismo alternativo para
realizar fragmentos de anticuerpos biespecificos. Los fragmentos comprenden un
dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de
cadena liviana (VL) mediante un enlace que es demasiado corto para permitir el
pareamiento de dos dominios en la misma cadena. Por consiguiente, los dominios
VH y VL de un fragmento estan obligados a parearse con ios dominios VL y VH
complementarios de otro fragmento y de ese modo forman dos sitios de unién al
antigeno. También se ha informado otra estrategia para realizar fragmentos de
anticuerpos biespecificos fnediante el uso de dimeros Fv (sFv) de cadena Unica.
Ver Gruber ef al., J. Immunol., 152:5368 (1994).

Se contemplan los anticuerpos con méas de dos valencias. Por ejemplo,
pueden prepararse anticuerpos triespecificos. Tutt ef al. J. Immunol. 147: 60
(1991).

Anticuerpos Multivalentes

Puede internalizarse (y/o catabolizarse) un anticuerpo multivalente mas
rapido que un anticuerpo bivalente mediante una célula que exprese un antigeno
al cual se unen los anticuerpos. Los anticuerpos de la presente invencion pueden
ser anticuerpos multivalentes (que son distintos que los de la clase igM) con tres o

mas sitios de unién al antigeno (por ejemplo, anticuerpos tetravalentes), que
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pueden producirse facilmente mediante la expresion recombinante del acido
nucleico que codifique las cadenas de polipéptidos del anticuerpo. E! anticuerpo
multivalente puede comprender un dominio de dimerizacién y tres o mas sitios de
unién al antigeno. En ciertas realizaciones, el dominio de dimerizacion comprende
(o consiste en) una region Fc o una regidn conectora. En este escenario, el
anticuerpo comprendera una region Fc y tres o mas sitios de unién al antigeno
amino-terminales a la region Fc. En ciertas realizaciones, un anticuerpo
multivalente comprende (o consiste en) tres a airededor de ocho sitios de unién al
antigeno. En una realizacién, un anticuerpo multivalente comprende (o consiste
en) cuatro sitios de unién al antigeno. E! anticuerpo multivalente comprende al
menos una cadena de polipéptidos (por ejemplo, dos cadenas de polipéptidos),
en donde la/s cadena/s de polipéptidos comprenden dos o mas dominios
variables. Por ejemplo, la/s cadenals de polipéptidos pueden comprender VD1-
(X1)n -VD2-(X2)n -Fc, en donde VD1 es un primer dominio variable, VD2 es un
segundo dominio variable, Fc es una cadena de polipéptidos de una region Fc, X1
y X2 representan un aminoacido o polipéptido, y n es 0 o 1. Por ejemplo, la/s
cadenals de polipéptidos pueden comprender: -VH-CH1- enlace flexible-VH-CH1-
region Fc, o cadena de VH-CH1-VH-CH1-regién Fc. El anticuerpo multivalente en
el presente puede ademas comprender al menos dos (por ejemplo, cuatro)
polipéptidos de dominio variable de cadena liviana. E! anticuerpo multivalente del
presente puede, por ejemplo, comprender alrededor de dos a ocho polipéptidos de
dominio variable de cadena liviana. Los polipéptidos de dominio variable de |
cadena liviana que se contemplan en el presente comprenden un dominio variable
de cadena liviana y, en forma opcional, comprenden ademas un dominio CL.

Anticuerpos de Dominio Unico

En algunas realizaciones, un anticuerpo de la invencién es un anticuerpo de
dominio Unico. Un anticuerpo de dominio Unico es una cadena de polipéptido unico
que comprende todo o una porcion del dominio variable de cadena pesada o todo
0 una parte del dominio variable de cadena liviana de un anticuerpo. En algunas
realizaciones, un anticuerpo de dominio Unico es un anticuerpo de dominio tnico
humano (Domantis, Inc., Waltham, MA; ver, por ejemplo, Patente de los Estados
Unidos N.° 6.248.516 B1). En una realizacién, un anticuerpo de dominio Unico
consiste en todo o una porcién del dominio variable de cadena pesada de un
anticuerpo.
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Variantes de Anticuerpos

En algunas realizaciones, se contemplan modificaciones de secuencias de
aminoacidos de los anticuerpos que se describen en el presente. Por ejemplo,
puede ser conveniente mejorar la afinidad de unién y/u otras propiedades
biolbgicas del anticuerpo. Las variantes de las secuencias de aminoacidos del
anticuerpo pueden prepararse mediante la introduccion de cambios apropiados en
la secuencia nucleétida que codifica al anticuerpo, o mediante sintesis de
peptidos.  Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, supresiones vy/o
inserciones y/o sustituciones de residuos dentro de secuencias de amino acidos
del anticuerpo. Toda combinacion de supresion, insercidon y sustitucién puede
realizarse para llegar al constructo final, siempre que el constructor final posea las
caracteristicas deseadas. Las alteraciones del aminoacido pueden introducirse en
la secuencia de aminoacidos del anticuerpo del sujetc en el momento en que se
realice la secuencia.

Un método util de identificacidon de ciertos residuos o regiones del
anticuerpo que son ubicaciones preferidas para la mutagénesis se llama
"mutagénesis de escaneo de alanina” tal como se describe en Cunningham and
Wells (1989) Science, 244:1081-1085. Aqui, se identifica un residuo o grupo de
residuos blanco (por ejemplo, residuos cargados como arg, asp, his, lys, y glu) y
reemplazados por un aminoacido cargado negativamente (por ejemplo, alanina o
polialanina) para afectar la interacciéon de los aminoacidos con el antigeno. Esas
locaciones de aminoacidos que demuestran sensibilidad funcional a las
sustituciones, luego se refinan mediante la introduccion de otras variantes, en o
para, los sitios de sustitucion. Por lo tanto, mientras que el sitio para introducir un
aminoacido esta predeterminado, no es necesario determinar la naturaleza de la
mutacion per se. Por ejemplo, para analizar el desempefio de una mutacion en un
sitio determinado, se realiza la mutagénesis de escaneo de alanina o aleatorio en
el coddn o regidn blanco y se monitorean las inmunoglobulinas expresadas para
controlar la actividad deseada.

Las inserciones de secuencias de amino Acidos incluyen fusiones de
terminales de amino- y/o carboxilo que van en longitud desde un residuo hasta
polipéptidos que contienen cientos o mas residuos, asi como también inserciones
. de intrasecuencias de residuos de aminoacidos multiples o Unicos. Los ejemplos
de inserciones de terminales incluyen un anticuerpo con un residuo de metioni! de

terminal N. Otras variantes insercionales de la molécula del anticuerpo incluyen la

T
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fusion al terminal N o C del anticuerpo a una enzima (por ejemplo, para ADEPT) o
un polipéptido que aumenta la media vida del suero del anticuerpo.

En ciertas realizaciones, se altera un anticuerpo de la invencién para
aumentar o disminuir el alcance en el que el anticuerpo es glicosilado. La
glicosilacion de los polipéptidos es tipicamente unida a N o unida a O. Unida a N
se refiere a al acoplamiento de una porcién de ‘carbohidrato a la cadena lateral de
un residuo de asparagina. Las secuencias de tripéptidos asparagina-X-serina y
asparagina-X-treonina, en donde X es cualquier aminoacido menos ia prolina, son
las secuencias de reconocimiento para el acoplamiento enzimético de la porcién
de carbohidrato a la cadena lateral de asparagina. Por lo tanto, la presencia de
estas secuencias de tripéptidos en un polipéptido crea un sitio potencial de
glicosilacién. La glicosilacion unida a O se refiere al acoplamiento de aztcares N-
aceilgalactosamina, galactosa, o xilosa a un hidroxiaminoacido, comdnmente
serina o treonina, a pesar de que pueden utilizarse la 5-hidroxiprolina o la 5-
hidroxilisina.

La adicién o supresidon de sitios de glicosilacion al anticuerpo se obtiene
convenientemente mediante la alteracion de la secuencia del aminoacido de
manera que una o mas de las secuencias de tripéptidos antes descriptas (para los
sitios de glicosilacion unidos a N) se crean o remueven. La alteracién puede
también realizarse mediante la adicién, supresion o sustitucion de de uno o mas
residuos de serina o treonina a la secuencia del anticuerpo original (para los sitios
de glicosilacion unidos a O).

En donde el anticuerpo comprende una regién Fc, el carbohidrato que se
acople alli puede ser alterado. Los anticuerpos nativos producidos por las células
mamiferas, comprenden tipicamente un oligosacarido biantenario ramificado que
generalmente se acopia mediante un enlace N a Asn297 del dominio CHZ de la
region Fc. Ver por ejemplo, Wright et al. (1997) TIBTECH 15:26-32. el
oligosacarido puede incluir varios carbohidratos, por ejemplo, manosa,
glucosamina N-acetilo (GlcNAc), galactosa, y acido sialico, asi como también una
fucosa acoplada a un GIcNAc en la “raiz” de una estructura de un oligosacaridos
biantenario. En algunas realizaciones, pueden realizarse modificaciones del
oligosacarido en un anticuerpo de la invencién a fin de crear variantes del
anticuerpo con ciertas propiedades mejoradas.

Por ejemplo, las variantes de anticuerpos se ofrecen si se tiene una

estructura de carbohidrato que no posee fucosa acoplada (en forma directa o
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indirecta) a una region Fc. Dichas variantes han mejorado la funcién ADCC. Véase
por ejemplo, Publicacion de Patente de los Estados Unidos Nros. US
2003/0157108 (Presta, L.); US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Los
ejemplos de publicaciones que se refieren a variantes de anticuerpos
“defucosilados” o “sin fucosat” incluyen: US 2003/0157108; WO 2000/61739; WO
2001/29246, US 2003/0115614; US 2002/0164328; US 2004/0093621; US
2004/0132140;, US 2004/0110704; US 2004/0110282; US 2004/0109865; WO
2003/085119; WO 2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778;
WG02005/053742;, WO02002/031140; Okazaki et al. J. Mol Biol. 336:1239-1249
(2004); Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004). Los ejemplos de
lineas celulares capaces de producir anticuerpos defucosilados incluyen células
Lec13 CHO deficientes en fucosilacion de proteinas (Ripka et al. Arch. Biochem.
Biophys. 249:533-545 (1986); Solicitud de Patente de los Estados Unidos N° US
2003/0157108 A1, Presta, L; y WO 2004/056312 A1, Adams ef al., especialmente
en el Ejemplo 11), y lineas celulares knockout como el gen alfa-1,6-
fucosiltransferasa, FUTS, células knockout CHO (véase, por ejemplo, Yamane-
Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004); Kanda, Y. et al., Biotechnol. Bioeng.,
94(4):680-688 (2006); y W02003/085107).

Se proveen mas variantes de anticuerpos con oligosacaridos divididos en
dos, por ejemplo, en los cuales un oligosacarido biantenario acoplado a una region
Fc del anticuerpo se encuentra dividido por GlcNAc. Dichas variantes de
anticuerpos pueden haber reducido la fucosilacion y/o mejorado ia funcién ADCC.
Los ejemplos de dichas variantes de anticuerpos se describen, por ejemplo, en
WO 2003/011878 (Jean-Mairet et al); Patente de los Estados Unidos N°
6.602.684 (Umana ef al); y US 2005/0123546 (Umana et al.). También se ofrecen
las variantes de anticuerpos con al menos un residuo de galactosa en el
oligosacarido acoplade a una region. Dichas variantes de anticuerpos pueden
haber mejorado la funcion CDC. Dichas variantes de anticuerpos se describen,
por ejemplo, en WO 1997/30087 (Patel et al.); WO 1998/58964 (Raju, S.); y WO
1999/22764 (Raju, S.).

En ciertas realizaciones, una variante de anticuerpo comprende una region
Fc con una o mas sustituciones de aminoacidos que mejoran atin mas la ADCC,
por ejemplo, sustituciones en las posiciones 298, 333, y/o 334 de la regidén Fc
(numeracién de residuos Eu). Dichas sustituciones pueden ocurrir en combinacian

con cualquiera de las variaciones que se describieron con anterioridad.
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En ciertas realizaciones, la invencién contempla una variante de anticuerpo
que posee algunas pero no todas las funciones efectoras, las cuales la hacen un
candidato deseable para muchas aplicaciones en las que la media vida del
anticuerpo in vivo es importante, sin embargo ciertas funciones efectoras (como el
complemento y ADCC) son innecesarias o deletéreas. En ciertas realizaciones, !a
actividad de Fc del anticuerpo se mide a fin de asegurar que s6lo se mantengan
las propiedades deseadas. En los ensayos de citotoxicidad in vitro y/o in vivo
pueden realizarse para confirmar la reduccion/deplecion de las actividades de
CDC ylo ADCC. Por ejemplo, los ensayos de union de receptor de Fc (FcR)
pueden realizarse para asegurarse de que el anticuerpo no posee habilidad de
union de FcyR (por lo tanto asimismo no poseen actividad ADCC), pero mantiene
la habilidad de unién de FcRn. Las células primarias para mediar ADCC, células
NK, expresan (solo Fc RIll, mientras que los monacitos expresan Fc(R!, Fc(RIl y
Fc(RINl. La expresion FcR sobre las células hematopoyéticas se resume en la
Tabla 3 de la pagina 464 de Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9:457-92
(1991). Se describen ejemplos sin limites de ensayos in vitro para evaluar la
actividad ADCC de una molécula de interés en la Patente de los Estados Unidos
N° 5.500.362 (véase por ejemplo Hellstrom, |., et al. Proc. Nat! Acad. Sci. USA
83:7059-7063 (1986)) y Hellstrom, | et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 82:1499-
1502 (1985); 5.821.337 (véase Bruggemann, M. et al., J. Exp. Med. 166:1351-
1361 (1987)). En forma alternativa, pueden emplearse métodos de ensayos no
radioactivos (véase, por ejemplo, ensayo de citotoxicidad no radioactivo ACTI™
para citometria de flujo (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA; y CytoTox 96%
ensayo de citotoxicidad no radioactivo (Promega, Madison, WI). Las células
efectoras Utiles incluyen células periféricas mononucleares de sangre (PBMC) y
celulas asesinas naturales (NK). En forma alternativa o, adicionalmente, la
actividad ADCC de la molécula de interés puede evaluarse in vivo, por ejmplo, en
un modelo animal como el gue se desarrolla en Clynes et al. Proc. Nat'! Acad. Sci.
USA 95:652-656 (1998). Los ensayos de unién C1q pueden también realizarse
para confirmar que el anticuerpo es incapaz de unir C1q y por lo tanto carece de
actividad CDC. Para evaluar la activacién del complemente, se puede llevar a
cabo un ensayo CDC (véase, por ejemplo, Gazzano-Santoro et al., J. Immunol.
Methods 202:163 (1996); Cragg, M.S. et al., Blood 101:1045-1052 (2003); y
Cragg, M.S. and M.J. Glennie, Blood 103:2738-2743 (2004)). También pueden
realizarse determinaciones de unién de FcRn y vida media/limpieza mediante los

A2
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métodos conocidos en el area (véase, por ejemplo, Petkova, S.B. et al., Intl.
Immunol. 18(12):1759-1769 (2006)).

También se ofrecen otras variantes de anticuerpos que poseen una 0 mas
sustituciones de aminoacidos. Los sitios de interés para la mutagénesis
sustitucional incluyen las regiones hipervariables, pero también se contempian las
alteraciones de FR. Las sustituciones conservadoras se muestran el la Tabla 1
debajo del encabezado “sustituciones preferidas." Se ofrecen mas cambios
sustanciales, denominados “sustituciones ejemplares” en la Tabla de Sustitucién
de Aminoacidos, o tal como se describe a continuacion en referencia a las clases
de aminoacidos. Las sustituciones de aminoacidos pueden introducirse en un
anticuerpo de interés y se pueden monitorear los productos, por ejemplo, para
controlar la actividad deseada, como la mejora unidn al antigeno, disminucion de
[a inmunogenicidad, ADCC o CDC mejoradas, etc.

TABLA DE SUSTITUCION DE AMINOACIDOS

Residuo Original Sustituciones Ejemplares Sustituciones
Preferidas
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; Gln; Asn Lys
Asn (N) Gin; His; Asp, Lys; Arg GIn
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
Gin (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gin Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; GIn; Lys; Arg Arg
lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Leu
Phe; Norleucina
Leu (L) NorleucinA,; lie; Val; lie
Met; Ala; Phe

Lys (K) Arg; Gin; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr, Phe Tyr

D
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Residuo Original Sustituciones Ejemplares Sustituciones
Preferidas
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Leu
Ala; Norleucina

Las modificaciones en las propiedades bioldgicas de un anticuerpo pueden
obtenerse mediante la seleccion de sustituciones que afectan (a) la estructura del
esqueleto del polipéptido en el area de sustitucion, por ejemplo, como una lamina
0 una conformacién de heélice, (b) la carga o hidrofobicidad de la molécula en el
sitio blanco, o (c) el volumen de la cadena lateral. Los aminoacidos pueden
agruparse de acuerdo a similitudes en las propiedades de sus cadenas laterales
(en A. L. Lehninger, in Biochemistry, second ed., pp. 73-75, Worth Publishers, New
York (1975)):

(1) no-polar: Ala (A}, Val (V), Leu (L), lle (I), Pro (P), Phe (F), Trp (W),

Met (M)

(2) polar sin carga: Gli (G), Ser (S), Tr (T), Cis (C), Tyr (Y), Asn (N),

Gin (Q)

(3) acidico: Asp (D), Glu (E)
(4) basico: Lys (K), Arg (R), His(H)

En forma alternativa, los residuos que ocurren en forma natural pueden
dividirse en grupos basados en propiedades comunes de cadena lateral:

(1) hidrofébico: Norléucine, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) hidrofilico neutral: Cys, Ser, Tr, Asn, Gin;

(3) acidico: Asp, Giu;

(4) basico: His, Lys, Arg;

(5) residuos que influyen en la orientacion de la cadena: Gli, Pro;

(6) aromatico: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservadoras implicaran el intercambio de un
miembro de una de estas clases por otra clase. Dichos residuos sustituidos
también pueden introducirse en los sitios de sustitucion conservadora o, en los
sitios restantes (no conservados).

Un tipo de variante sustitucional implica la sustitucion de uno o mas
residuos de regioén hipervariable de un anticuerpo original (por ejemplo, un
anticuerpo humanizado o humano). Generalmente, la variante o variantes

resultantes seleccionadas para su futuro desarrollo habran modificado (por
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ejemplo, mejorado) las propiedades bioldgicas relativas al anticuerpo original del
cual se han generado. Una variante sustitucional ejemplar es un anticuerpo
maduro de afinidad, que puede generarse en forma conveniente mediante
técnicas de maduracion de afinidad basada en la expresion de fagos. Brevemente,
varios sitios de region hipervariable (por ejemplo, 6-7 sitios) se mutan para generar
todas las sustituciones de aminoacidos posibles en cada sitio. Los anticuerpos que
se generan de ese modo se expresan de particulas de fagos filamentosos como
fusiones a al menos parte de una proteina de recubrimiento de fagos (por ejemplo,
el producto Il del gen de M13) empaquetada dentro de cada particula. Las
variantes de expresion de fagos luego se monitorean para corroborar su actividad
biolégica (por ejemplo, la afinidad de unién). A fin de identificar los posibles sitios
de region hipervariable para la modificacién, se puede llevar a cabo Ia
mutagenesis de escaneo (por ejemplo, escaneo de alanina) para identificar
residuos de la regi6n hipervariable que contribuyan en forma significativa a la
unién al antigeno. En forma alternativa, o adicionaimente, puede ser beneficioso
analizar una estructura de cristal del compiejo del aﬁtigeno-anticuerpo para
identificar los puntos de contacto entre el anticuerpo y el antigeno. Dichos residuos
de contacto y residuos vecinos son candidatos para la sustitucién de acuerdo a
técnicas conocidas en el &rea, con la inclusidén de aquellas que se elaboraran en el
presente. Una vez que se generaron dichas variantes, el panel de variantes se
somete a monitoreo mediante técnicas conocidas en e area, con la inclusion de las
que se describen en el presente, y variantes con propiedades superiores en uno o
mas ensayos relevantes pueden seleccionarse para un futuro desarrolio.

Las moléculas de acido nucleico que codifican variantes de secuencias de
aminoacidos del anticuerpo, se preparan mediante una variedad de métodos
conocidos en el area. Estos métodos incluyen, entre otros, el aislamiento de una
fuente natural (en el caso de variantes de secuencia de aminoacidos que ocurren
en forma natural) o la preparacién mediante mutagénesis mediada o (dirigida al
sitio) por oligonucledtidos, mutagénesis PCR, y mutagénesis de casete de una
variante preparada con anterioridad o una version sin variante del anticuerpo.

Puede ser conveniente introducir una o mas modificaciones de aminoacidos
en una region Fc de anticuerpos de la invencion, y de ese modo generar una
variante de region Fc. La variante de region Fc puede comprender una secuencia
de region Fc humana (por gjemplo, una regién Fc humana IgG1, 1gG2, 19G3 o
IgG4) que consista en una modificacion de aminoacidos (por ejemplo una
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sustitucion) en una 0 mas posiciones de aminoacidos con la inclusion de ia de la
cisteina conectora.

De acuerdo con esta descripcién y las practicas del area, se contempla que
en algunas realizaciones, un anticuerpo de la invencion puede comprender una o
mas alteraciones en comparacion con el anticuerpo de contraparte de tipo salvaje,
por ejemplo en la region Fc. Estos anticuerpos, sin embargo, mantendran
sustanciaimente las mismas caracteristicas que se necesitan para la utilidad
terapéutica en comparacion con su contraparte de tipo salvaje. Por ejemplo, se
cree que ciértas alteraciones que pueden realizarse en la regién Fc resuitarian en
la union de C1q alterada (es decir., que mejord o disminuyo) y/o la Citotoxicidad
Dependiente del Complemento (CDC), por ejemplo, como se describe en
WO099/51642. Véase también Duncan & Winter, Nafure 322:738-40 (1988);
Patente de los Estados Unidos N° 5.648.260; Patente de los Estados Unidos N°
9.624.821; y W094/29351 acerca de otros ejemplos de variantes de la region Fc.
WO00/42072 (Presta) y WO 2004/056312 (Lowman) describe las variantes de
anticuerpos con unién mejorada o reducida a FcRs. Véase también, Shields et al.
J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001). Los anticuerpos con aumento de medias
vidas y una mejora de la unién al receptor Fc neonatal (FcRn), responsable de la
transferencia de los IgGs maternos al feto (Guyer et al., J. Immunol. 117:587
(1976) y Kim et al, J. Immunol 24:249 (1994)), se describen en
US2005/0014934A1 (Hinton et al.). Estos anticuerpos consisten en una regién Fc
con una o mas sustituciones que mejoran la unién de la region Fc a FcRn. Las
variantes de polipéptidos con secuencias de aminoacidos de regién Fc alterada y
una disminuciéon o aumento de la capacidad de unién de C1q se describen en la
Patente de los Estados Unidos N° 6.194.551B1, W(099/51642. Véase también,
Idusogie et al. J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

En ofro aspecto, la invencion ofrece anticuerpos que comprenden
modificaciones en la interfase de los polipéptidos F¢ que comprenden la region Fc,
en donde las modificaciones facilitan y/o promueven ia heterodimerizacion. Estas
modificaciones consisten en [a introducciéon de una protuberancia en un primer
polipéptido F¢ y una cavidad en un segundo polipéptido Fc, en donde una
protuberancia puede colocarse en la protuberancia a fin de promover el complejo
del primer y segundo polipéptido Fc. Los métodos de generacion de anticuerpos
con estas modificaciones se conocen en el area, tal como se los describe en la
Patente de los Estados Unidos N° 5.731.168.
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En otro aspecto, puede ser conveniente crear anticuerpos disefiados con
cisteina, por ejemplo, “tioMAbs,” en los cuales uno o mas residuos de un
anticuerpo se sustituyen con residuos de cisteina. En realizaciones especificas,
los residuos sustituidos ocurren en sitios accesibles de! anticuerpo. Al sustituir
esos residuos con cisteina, los grupos de tiol reactivos se posicionan en sitios
accesibles del anticuerpo y pueden utilizarse para conjugar el anticuerpo a otras
porciones, como porciones de drogas o porciones de drogas de enlace, como se
describe en el presente. En ciertas realizaciones, uno o mas de los siguientes
residuos pueden sustituirse por cisteina: V205 (numeracién Kabat) de la cadena
liviana; A118 (numeracion EU) de la cadena pesada; y S400 (numeracion EU) de
la region Fe de la cadena pesada.

Derivados de Anticuerpos

Los anticuerpos de la presente invencion pueden modificarse para contener
porciones no proteicas conocidas en el area y facilmente disponibles. En forma
preferente, las porciones idoneas para la derivatizacion del anticuerpo son
polimeros solubles en agua. Los ejemplos sin limites de polimeros solubles en
agua incluyen, entre otros, glicol de polietileno (PEG), copolimeros de glicol de
etileno/glicol de propileno, carboximetilcelulosa, dextran, polivinil alcohol, polivinil
pirrolidona, poli-1, 3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de anhidrido
maléico/de etileno, poliaminoacidos (ya sea homopolimeros o copolimeros
aleatorios), y dextran o glicol de poli(n-vinil pirrolidona)polietileno, homopolimeros
de glicol de propropileno, dxido de prolipropilenolcopoliméros de oxido de etileno,
polioles polioxietilados (por ejemplo, glicerol), alcohol de polivinil, y sus mezclas. El
propionaldehido de glicol de polietileno puede presentar ventajas en la produccion
debido a su estabilidad en agua. El polimero puede ser de cualquier peso
molecular y puede ser ramificado o no ramificado. El numero de polimeros
acoplados al anticuerpo puede variar, y si se acoplan mas de un polimero, pueden
ser las mismas o diferentes moléculas. En general, la cantidad y/o tipo de
polimeros que se utiliza para la derivatizacion puede determinarse sobre la base
de consideraciones que incluyen, entre otras, las propiedades o funciones
particulares del anticuerpo a mejorar, si el derivado del anticuerpo se va a utilizar
en una terapia con condiciones definidas, etc.

En ofra realizacién, se proveen los conjugados de un anticuerpo y fas
porciones no proteicas que pueden calentarse en forma selectiva mediante la

exposicion a radiacién. En una realizacién, la porcidn no proteica es un nanotubo
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de carbono (Kam et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102: 11600-11605 (2005)). La
radiacién puede tener cualquier longitud de onda, e incluye, entre otros, longitudes
de onda que no dafan las células comunes, pero que calientan la porcién no
proteica a una temperatura a la cual las células cercanas a la porcion no proteica
del anticuerpo mueren.

Ensayos de Actividad

Los anticuerpos de la presente invencidén pueden caracterizarse por sus
propiedades fisicas/quimicas y funciones biclégicas mediante varios ensayos
conocidos en el area.

En un aspecto, los ensayos aseguran la identificacion de anticuerpos anti-
EGFL7 que poseen actividad biolégica. La actividad bioldégica puede incluir, por
ejemplo, la modulacién de uno 0 mas aspectos de los efectos asociados a EGFL7,
con la inclusién, entre otros, de unién de EGFL7, proteccion mediada por EGFL7
de las células endoteliales bajo es!rés hipéxico y la habilidad de EGFL7 para
mediar la adhesion de células endoteliales.

En ciertas realizaciones de la invencién, se analizan las inmunoglobulinas
producidas en el presente para corroborar la actividad biologica. En algunas
realizaciones, las inmunoglobinas de la presente invencidén se examinan para
corroborar su actividad de unidn al antigeno. Los ensayos de unién al antigeno
que se conocen en el area y pueden utilizarse en el presente incluyen, entre otros,
todo ensayo de unidén directo o competitivo que utilice técnicas como western
blots, radioinmunoensayos, ELISA (ensayc de inmunoabsorcién ligado a enzimas),
inmunoensayos “sandwich”, ensayos de inmunoprecipitacion, inmunoensayos
fluorescentes, e inmunoensayos de proteina A. A continuacién se provee un
ensayo ilustrativo de unién al antigeno en la seccién de Ejemplos.

Los anticuerpos purificados pueden caracterizarse mediante una serie de
ensayos que incluyen, entre ofros, secuencia de terminal N, analisis de
aminoéacidos, cromatografia liquida de de alta resolucién (HPLC) de exclusién del
tamafio sin desnaturalizacion, espectometria masiva, cromatografia de
intercambio de iones y digestion de papaina.

En algunas realizaciones, la presente invencion contempla los anticuerpos
alterados que poseen algunas pero no todas las funciones efectoras que lo hacen
un candidato posible para muchas aplicaciones en las que la media vida del
anticuerpe in vivo es importante, sin embrago ciertas funciones efectoras {(como el
complemento y ADCC) son innecesarias o deletéreas. En ciertas realizaciones, las
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actividades Fc de la inmunoglobina producida se miden para a fin de asegurar que
s6lc se mantengan las propiedades deseadas. Los ensayos de citotoxicidad in
vitro yfo in vivo pueden realizarse para confirmar la reduccion/deplecién de las
actividades de CDC y/o ADCC.  Por ejemplo, los ensayos de unién de receptor
de Fc (FcR) pueden realizarse para asegurarse de que el anticuerpo no posee
habilidad de unién de FcyR (por lo tanto asimismo no poseen actividad ADCC),
pero mantiene la habilidad de unién de FcRn. Las células primarias para mediar
ADCC, células NK, expresan Fc(sélo RIll, mientras que los monocitos expresan
FcRI, Fe(RIl'y Fe(RHI. La expresion FcR sobre las células hematopoyéticas se
resume en la Tabla 3 de la pagina 464 de Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol.
9:457-92 (1991). Se describe un ejemplo de un ensayo in vitro para evaluar la
actividad ADCC de una molécula de interés en la Patente de los Estados Unidos
N° 5.500.362 0 5.821.337. Las células efectoras Utiles incluyen células periféricas
mononucleares de sangre (PBMC) y células asesinas naturales (NK).

En forma alternativa o, adicionalmente, la actividad ADCC de la molécula de
interes puede evaluarse in vivo, por ejmplo, en un modelo animal como el que se
desarrolla en Clynes et al. Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 95:652-656 (1998). Los
ensayos de unién C1q pueden también realizarse para confirmar que el anticuerpo
es incapaz de unir C1q y por lo tanto carece de actividad CDC. Para evaluar la
activacion del complemento, se puede lievar a cabo un.ensayo CDC por ejemplo
como se describe en Gazzano-Santoro et al, J. Immunol. Methods 202:163
(1996). También pueden realizarse determinaciones de unién de FcRn y vida
media vida/limpieza mediante los métodos conocidos en el area.

En algunas realizaciones, la invencion ofrece anticuerpos alterados que
poseen un aumento de las funciones efectoras y/o un incremento de la media vida.

Vectores, Células Madre y Métodos Recombinantes

Para la produccion recombinante de un ahticuerpo de la invencién el acido
nucleico que lo codifica se aisla y se inserta en un vector replicable para su
clonacion (amplificacion del ADN) o expresién. El ADN que codifica el anticuerpo
se aisla y secuencia facilmente mediante los procedimientos convencionales (por
ejemplo, mediante [a utilizacion de sondas de oligonucleétidos que son capaces
de unirse especificamente a genes que codifican las cadenas pesadas y livianas
del anticuerpo). Muchos vectores se encuentran disponibles. La eleccién del
vector depende en parte de la célula huésped que se utilizara. En general, las
células huesped preferidas son de origen (generalmente mamifero) procariético o
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eucarittico. Se entendera que las regiones constantes de cualquier isétopo
pueden utilizarse para este propésito, con la inclusidn de las regiones constantes
IgG, IgM, IgA, IgD, y IgE, y que dichas regiones constantes pueden obtenerse de
cualquier especie humana o animal.

a. Generacion de anticuerpos mediante células procariéticas:

i. Construccion de Vectores

Las secuencias de polinucledtidos que codifican componentes polipéptidos
del anticuerpo de la invencion pueden obtenerse mediante técnicas recombinantes
estandares. lLas secuencias de polinucledtidos deseadas pueden aislarse y
secuenciarse del anticuerpo que produce las células como las células de
hibridoma. En forma alternativa, los polinuciedtidos pueden sintetizarse mediante
un sintetizador de nucleétidos o técnicas PCR. Una vez que se haya obtenido, las
secuencias que codifican los polipéptidos se insertan en un vector recombinante
capaz de replicar y expresar polinucledtidos heterdlogos en huéspedes
procaridticos. Muchos vectores disponibles y conocidos en el area pueden
utilizarse a los fines de la presente invenciéon. La seleccion de un vector apropiado
dependera del tamafio de los &cidos nucleicos que se insertaran en el vector y la
celula huésped especifica que se transformara con el vector. Cada vector
contiene varios componentes, de acuerdo a su funcién (amplificacion o expresion
de polinucledtidos heterélogos, o ambas) y su compatibilidad con la célula
huésped especifica en la cual reside. Los componentes del vector generalmente
incluyen, entre otros: un origen de replicacion, un gen marcador de seleccién, a
promotor, un sitio de unidon al ribosoma (RBS), una secuencia de sefal, la
insercion del acido nucleico homdlogo y una secuencia de terminacion de
transcripcion.

En general, los vectores plasmidos que contienen replicon y controlan
secuencias que derivan de especies compatibles con la célula huésped se utilizan
en conexién con estos huéspedes. E!l vector cominmente posee un sitio de
replicacion asi como también secuencias de marcado que son capaces de proveer
seleccion fenotipica en las células transformadas. Por ejemplo, E. coli
generalmente se transforma mediante pBR322, un plasmido que deriva de la
especie E. coli. pBR322 contiene genes que codifican resistencia a la ampicilina
(Amp) y tetraciclina (Tet) y por lo tanto ofrece medios faciles para identificar
células transformadas. pBR322, sus derivados y otros pldsmidos microbiales o

bacteriéfago pueden también contener, o ser modificados para contener



73

promotores que pueden ser utilizados por el organismo microbial para la expresion
de las proteinas endogenas. Los ejemplos de los derivados de pBR322 que se
utilizan para la expresién de anticuerpos especificos se describen en detalle en
Carter et al., Patente de los Estados Unidos U.S. N° 5.648.237.

Ademas, los vectores de fagos que contienen replicon y controlan
secuencias que son compatibles con el microorganismo huésped pueden utilizarse
como vectores transformantes en conexion con estos huéspedes. Por ejemplo, el
bacteriofago como AGEM™-11 puede utilizarse para realizar un vector
recombinante que puede utilizarse para transformar células huésped susceptibles
como E. coli LE392.

El vector de expresién de la invencion puede comprender dos o mas pares
de promotor-cistrén, que codifican cada uno de los componentes de polipéptidos.
Un promotor es una secuencia reguladora sin traducir ubicada corriente arriba (5')
a un cistron que modula su expresién. Los promotores procaridticos generalmente
se dividen en dos clases, inducibles y constitutivos. El promotor inducibles es un
promotor que inicia el aumento de niveles ‘de transcripcion del cistron bajo su
control en respuesta a los cambios en ia condicién de cultivo, por ejemplo la
presencia o ausencia de un nutriente 0 un cambio en la temperatura.

Un gran nimero de promotores reconocidos por una variedad de células
huésped potenciales son muy conocidos. EI promotor seleccionado puede unirse
en forma operativa a ADN del cistron que codifica la cadena liviana o pesada
mediante la eliminacién del promotor del ADN fuente mediante Ia digestién de la
enzima de restriccion y la insercion de la secuencia de promotor aislada en el
vector de la invencién. Tanto la secuencia de promotor nativa como muchos
promotores heterdlogos pueden utilizarse para dirigir la amplificacion y/o expresion
de los genes blanco. En algunas realizaciones, se utilizan los promotores
heterdlogos, ya que ellos permiten en general una mayor transcripcion y mayores
rendimientos del gen blanco expresado en comparacion con el promotor nativo de
polipeptido blanco.

 Los promotores idéneos para la utilizacion con huéspedes procari6ticos
incluyen el promotor PhoA, los sistemas de promotores de B-galactamasa y
lactosa, un sistema de promotores de triptéfano (trp) y promotores hibridos como
el promotor tac o trc. Sin embargo, otros promotores que son funcionales en
bacteria (como otros promotores conocidos de fagos o bacteriales) también son
idoneos. Sus secuencias nucledtidas se han publicado y de ese modo permitieron
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que un experto las uniera en forma operativa a los cistrones que codifican las
cadenas livianas y pesadas blanco (Siebenlist et al. (1980) Cell 20: 269) mediante
enlaces o adaptadores para proveer los sitios de restriccion necesarios.

En un aspecto de la invencién, cada cistron dentro del vector recombinante
comprende un componente de secuencia de sefial de secrecion que dirige la
transubicacion de los polipéptidos expresados a través de una membrana. En
general, la secuencia de sefial puede ser un componente de un vector, o puede
ser parte del ADN de polipéptido blanco que se inserta en el vector. La secuencia
de sefial seleccionada a los fines de la presente invencién deberia ser una
reconocida y procesada (es decir, escindida por una peptidasa de sefial) por la
celula huésped. Para las células huésped procariéticas que no reconocen y
procesan las secuencias de sefial nativas de los polipéptidos heterdlogos, se
sustituye la secuencia de sefial por una secuencia de sefal procaridtica
seleccionada, por ejemplo, de un grupo que consiste en lideres de fosfatasa
alcalina, penicilinasa, Ipp, o enterotoxina estable al cator Il (STIl), LamB, PhoE,
PelB, OmpA y MBP. En una realizacién de la invencidn, las secuencias de sedal
que se utilizan en ambos cistrones del sistema de expresion son secuencias de
sefales STl o variantes de ellas.

En otro aspecto, la produccién de inmunoglobinas de acuerdo a la invencién
puede ocurrir en el citoplasma de la célula huésped, y por lo tanto no requiere la
presencia de secuencias de sefiales de secrecion dentro de cada cistron. En ese
aspecto, las cadenas livianas y pesadas de inmunoglobina se expresan, repliegan
y ensamblan para formar inmunoglobinas funcionales dentro del citoplasma.
Ciertas cepas huéspedes (por ejemplo, las cepas de E. coli trxB-) ofrecen
condiciones de citoplasma que son favorables para la formacion de enlaces de
disulfuro, y de ese modo permiten el replegamiento y ensamble apropiado de las
subunidades de proteinas expresadas. Proba and Pluckthun Gene, 159:203
(1995).

Las células huésped procariéticas iddneas para la expresion de anticuerpos
de la invencién incluyen Archaebacteria y Eubacteria, como organismos Gram-
negativos o Gram-positivos. Los ejemplos de bacterias (tiles incluyen Escherichia
(por ejemplo, E. coli), Bacilli (por ejemplo, B. subtilis), Enterobacteria, especies
Pseudomonas (por ejemplo, P. aeruginosa), Salmonella typhimurium, Serratia
marcescans, Klebsiella, Proteus, Shigella, Rhizobia, Vitreoscilla, o Paracoccus.

En una realizacién, se utilizan células gram negativas. En una realizacién se
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utilizan células E. coli como huéspedes para la invencion. Los ejemplos de cepas
de E. coli incluyen la cepa W3110 (Bachmann, Cellular and Molecular Biology, vol.
2 (Washington, D.C.. American Society for Microbiology, 1987), pp. 1190-1219;
ATCC Deposito No. 27.325) y sus derivados, con Ia inclusion de la cepa 33D3 con
el genotipo W3110 AfhuA (AtonA) ptr3 lac Iq lacL8 AompTA(nmpc-fepE) degP41
kanR (Patente de los Estados Unidos N.° 5.639.635). Otras cepas y derivados,
como E. coli 294 (ATCC® 31.446), E. coli B, E. colir 1776 (ATCC® 31.537) y E.
coli RV308 (ATCC® 31.608) también son idonecs. Estos ejemplos son de caracter
flustrativo y no limitativo. L.os métodos para ia construccidon de derivados de
cualquiera de las bacterias antes mencionadas con los genotipos definidos son
conocidos en el area y se describen en, por ejemplo, Bass et al., Proteins, 8:309-
314 (1990). Generalmente, es necesario seleccionar las bacterias apropiadas vy
tomar en cuenta la replicabilidad del replicén en las células de una bacteria. Por
ejemplo, las especies de E. coli, Serratia, o Salmonella pueden utilizarse como el
huesped cuando los plasmidos conocidos como pBR322, pBR325, pACYC177, o
pKN410 se utilizan para suministrar el replicén. En forma tipica, la célula huésped
deberia segregar cantidades minimas de enzimas protecliticas, y pueden
incorporarse inhibidores de proteasa adicionales en el cultivo de células.

ii. Produccion de Anticuerpos

Las celulas huésped se transforman con los vectores de expresién antes
mencionados y se cultivan en medios de nutrientes convencionales segun
corresponda, para inducir promotores, seleccionar transformantes o amplificar los
genes que codifican las secuencias deseadas.

Transformacion significa introducir ADN en el huésped procaridtico de
manera que el ADN sea replicable, ya sea como un elemento extracromosomal o
por un integrante cromosomal. De acuerdo a las células huésped utilizadas, la
transformacion se realiza mediante técnicas estandares apropiadas para dichas
células. E! tratamiento de calcio que emplea cloruro de calcio se utiliza
generalmente para las células bacterianas que contienen barreras de paredes
celulares sustanciales. Otro método de transformacién emplea glicol de
polietileno/DMSO. Otra técnica que se utiliza es la electroporacién.

Las células procaridticas utilizadas para producir los polipéptidos de la
invencion se cultivan en medios conocidos en el area e idoneos para el cultivo de
las células huésped seleccionadas. Los ejemplos de medios idéneos incluyen

extracto de luria (LB) mas los complementos nutrientes necesarios. En algunas
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realizaciones, los medios también contienen un agente de seleccién, elegido en
base a la construccion del vector de expresion, para permitir en forma selectiva el
crecimiento de las células procariéticas que contienen el vector de expresion. Por
ejemplo, se agrega ampicilina al medio para el crecimiento de las células que
expresan el gen resistente a la ampicilina.

Todos los complementos necesarios ademas del carbono, nitrégeno, vy
Fuentes de fosfato inorganico pueden incluirse como concentraciones apropiadas
que se intfroducen solas o como una mezcla con otro complemento o medio como
una fuente de nitrogeno compleja. En forma opcional, el medio de cultivo puede
contener uno o mas agentes reductores seleccionados del grupo que contiene
glutationa, cisteina, cistamina, tioglicolato, ditioeritritol y ditiotreitol.

Las células huésped procariéticas se cultivan a temperaturas apropiadas.
Para el cultivo de E. coli, por ejemplo, la temperatura preferida va desde alrededor
de 20°C a 39°C aproximadamente, mas preferentemente alrededor de 25°C a
37°C, aun mas preferentemente a alrededor de 30°C. El pH del medio puede ser
cualquier pH desde 5 a alrededor de 9, de acuerdo al organismo huésped
principalmente. Para E. coli, el pH es preferentemente alrededor de 6,8 a 7,4, y
mas preferentemente alrededor de 7,0.

Si un promotor inducible se utiliza en el vector de expresion de la invencion,
se induce la expresion de la proteina bajo condiciones idoneas para la activacién
del promotor. En un aspecto de la invencion, los promotores PhoA se utilizan para
la transcripcion controlante de los polipéptidos. Por consiguiente, las células
huesped transformadas se cultivan en un medio limitante de! fosfato para la
induccién. En forma preferente, el medio limitante del fosfato es el medic C.R.A.P
(vease por ejemplo, Simmons et al., J. Immunol. Methods (2002), 263:133-147).
Una variedad de otros inductores puede utilizarse, de acuerdo al constructo de
vector utilizado, como se conoce en el arte.

En una realizacion, los polipéptidos expresados de la presente invencion se
segregan y recuperan del periplasma de las células huésped. La recuperacion de
proteinas implica la disrupcion del microorganismo, generalmente mediante
medios como choque osmético, sonicacién o lisis. Una vez que se altera a las
células los restos de las células o las células completas pueden removerse
mediante centrifugacion o filtracion. Se pueden purificar las proteinas nuevamente,
por ejemplo, mediante cromatografia de resina de afinidad. Alternativamente, se

puede transportar a las proteinas en el medio de cultivo y aislarlo alli. Se puede
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remover las células del cultivo y filtrar y concentrar las particulas flotantes del
cultivo para la purificacién de las proteinas producidas. Se puede aislar e
identificar a los polipeptidos expresados mediante los métodos cominmente
conocidos como la electroforesis de gel poliacriamida (PAGE) y el ensayo de
Western blot. |

En otro aspecto de la invencidn, la produccion de anticuerpos se realice en
. grandes cantidades mediante un proceso de fermentacion. Varios procedimientos
de fermentacién por lotes alimentados a gran escala se encuentran disponibles
para la produccion de proteinas recombinantes. Las fermentaciones a gran escala
poseen al menos 1000 litros de capacidad, preferentemente alrededor de 1.000 a
100.000 litros de capacidad. Estos fermentadores utilizan impulsores de agitacion
para distribuir el oxigeno y los nutrientes, especialmente la glucosa (la fuente de
carbono/energia preferida). La fermentacion a pequefia escala se refiere
generalmente a la fermentacién en un fermentador que no tiene mas de
aproximadamente 100 litros en capacidad volumétrica, y puede variar de 1 litro a
100 litros aproximadamente.

En un proceso de fermentacion, la induccién de la expresién de proteina se
inicia en forma tipica luego de que se cultivd a las células bajo las condiciones
apropiadas a una densidad deseada, por ejemplo, una QD550 de alrededor de
180-220, en cuya etapa las células se encuentran en la fase estacionaria
temprana. Una variedad de inductores puede utilizarse de acuerdo al constructo
de vector empleado, como se conoce en el area y se describié con anterioridad.
Se puede cultivar a las células por periodos menores en forma previa a la
induccién. Las células se inducen generalmente por alrededor de 12-50 horas, a
pesar de que puede utilizarse un tiempo de induccion mayor o menor.

Para mejorar el rendimiento de la produccion y la calidad de los polipéptidos
de la invencién, se pueden modificar varias condiciones de fermentacion. Por
ejemplo, para mejorar el ensamblado adecuado y repliego de los polipéptidos del
anticuerpo segregados, pueden utilizarse vectores adicionales que sobreexpresen
proteinas de chaperona, como proteinas Dsb (DsbA, DsbB, DsbC, DsbD y o
DsbG) o FkpA (una isomerasa peptidilprolil cis, trans con actividad chaperona)
para co-transformar las células procaridticas huésped. Las proteinas de chaperona
han demostrado facilitar el correcto repliego y solubilidad de las proteinas
heterdlogas producidas en las células huésped bacterianas. Chen et al. (1999) J
Bio Chem 274:19601-19605; Georgiou et al., Patente de los Estados Unidos N°
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6.083.715, Georgiou et al., Patente de los Estados Unidos N° 6.027.888;
Bothmann and Piuckthun (2000) J. Biol. Chem. 275:17100-17105; Ramm and
Pluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275:17106-17113; Arie et al. (2001) Mol.
Microbiol. 39:199-210.

Para minimizar la protedlisis de las proteinas heterdlogas expresadas
(especialmente aquellas que son sensibles en términos proteoliticos), pueden
utilizarse ciertas cepas huésped deficientes para las enzimas proteoliticas para la
presente invencion. Por ejemplo, las cepas de células huésped pueden
modificarse para efectuar la mutacion genética en los genes que codifican las
proteasas bacterianas conocidas como la Proteasa I, OmpT, DegP, Tsp,
Proteasa |, Proteasa Mi, Proteasa V, Proteasa VI y sus combinaciones. Algunas
cepas de E. coli deficientes de proteasa se encuentran disponibles y se describen
en, por ejemplo, Joly et al. (1998), supra; Georgiou et al., Patente de los Estados
Unidos N.° 5.264.365, Georgiou et al, Patente de los Estados Unidos N°
5.508.192; Hara et al., Microbial Drug Resistance, 2:63-72 (1996).‘

En una realizacion, las cepas de E. coli deficientes para las enzimas
proteoliticas y fransformadas con plasmidos que sobreexpresan una o mas
proteinas de chaperona se utilizan como células huésped en el sistema de
expresion de la invencion.

iii. purificacion de los Anticuerpos

Pueden emplearse métodos de purificacién de proteinas estandares
conocidos en el area. Los siguientes procedimientos son ejemplos de
procedimientos de purificacion apropiados: fraccionamiento en columnas de
inmunoafinidad o intercambio de iones, precipitacion de etanol, HPLC de fase
reversa, cromatografia en silice o una resina de intercambio de cationes como
DEAE, chromatofocusing, SDS-PAGE, precipitacion de sulfato de amonio, vy
filtracion de gel con, por ejemplo, Sephadex® G-75.

En un aspecto, ia Proteina A inmovilizada en una fase sélida se utiliza para
la purificacién de inmunoafinidad de los productos del anticuerpo de extensidn
completa de la invencion. Las proteina A es una proteina de pared celular 41kD
de Staphylococcus aureas que se une con una alta afinidad a la regién Fc de los
anticuerpos. Lindmark et al (1983) J. Immunol. Meth. 62:1-13. la fase sélida a la
cual la protefna A se inmoviliza es preferentemente una columna que comprende
una superficie de vidrio o silice, mas preferentemente una columna de vidrio de
poro controlado more o una columna de 4cido silicico. En algunas realizaciones, la
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columna se recubierto con un reactivo como glicerol, en un intento por prevenir la
adhesién no especifica de contaminantes.

Como primer paso de la purificacion, se aplica la preparacién que deriva del
cultivo de las células tal como se describe con anterioridad en la fase soélida de la
Proteina A ‘inmovilizada para permitir la unién del anticuerpo de interés a ia
proteina A. la base sélida luego se lava para remover los contaminantes unidos en
forma no especifica a la fase sélida. Finalmente se recupera el anticuerpo de
interés de la fase sélida mediante elusién.

b. Generacién de anticuerpos mediante células huésped eucarioticas:

Los componentes del vector generalmente incluyen, entre otros, uno o mas
de los siguientes: una secuencia de sefial, un origen de réplica, uno o mas genes
marcadores, un elemento potenciador, un promotor y una secuencia de
terminacién de transcripcion.

() Componente de secuencia de sefial

Un vector para la utilizacién en una célula huésped eucaridtica puede
también contener una secuencia de sefial u otro polipéptido que posea un sitio de
escision especifico en el N-término de la proteina madura o el polipéptido de
interés. La secuencia de sefial heterdloga es preferentemente aquella que la
celula hueésped reconoce y procesa (es decir, la que una peptidasa sefial escinde).
En la expresion cetular en mamiferos, las secuencias de sefial de los mamiferos
asi como los lideres secretores virales, por ejemplo, la sefial gD simplex del
herpes, se encuentran disponibles.

Ei ADN para dicha region precursora, se encuentra ligado en un marco de
lectura al ADN que codifica al anticuerpo.

(i) Origen de replicacién

Generalmente, no se necesita un origen de un componente de replicacién
para los vectores de expresion de los mamiferos. Por ejemplo, el origen SV40
puede utilizarse en forma tipica sélo debido a que contiene al promotor temprano.

(iii) Componente de gen de seleccién

Los vectores de clonacion y expresion pueden contener un gen de
seleccion, también calificado como un marcador seleccionable. Los genes de
seleccién tipicos codifican proteinas que (a) otorgan resistencia a antibidticos u
otras toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato, o tetraciclina, (b)
complementan deficiencias autotréficas, en donde sea relevante, o (c) proveen

nutrientes importantes que no se encuentran disponibles en los medios complejos.
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Un ejemplo de un esquema de seleccion utiliza una droga para detener el
crecimiento de una célula huésped. Aquellas células que se transformaron en
forma exitosa con un gen heterdlogo, producen una proteina que otorga
resistencia a la droga y, por lo tanto, sobreviven al régimen de seleccion.
Ejemplos de dicha seleccién dominante utilizan neomicina, acide micofenélico e
higromicina.

Otro ejemplo de marcadores seleccionables apropiados para las células de
mamiferos son aquellos que permiten la identificacion de células competentes
para tomar el acido nucleico del anticuerpo, como DHFR, timidina quinasa,
metalotioneina-l y -li, preferentemente genes de metalotioneina de primates,
adenosina desaminasa, ornitina descarboxilasa, etc.

Por ejemplo, las células transformadas con el gen de seleccion DHFR
primero se identifican mediante el cultivo de todos los transformantes en un medio
de cultivo que contiene metotrexato (Mtx), un antagonista competitivo del DHFR.
Una célula huésped aprop}ada cuando se emplea ! DHFR de tipo salvaje es la
linea celular de ovario de hamster chino (CHO) deficiente en la actividad de DHFR
(por ejemplo, ATCC® CRL-9096).

En forma alternativa, las células huésped (en particular los huéspedes de
tipo salvaje que contienen DHFR enddgeno) transformadas o co-transformadas
con secuencias de ADN que codifican un anticuerpo, una proteina de DHFR de
tipo salvaje anticuerpo, y otro marcador seleccionable como aminoglicésido 3'-
fosfotransferasa (APH) pueden seleccionarse mediante el cultivo celular en un
medio que contiene una seleccion un agente de seleccion para el marcador
seleccionable como un antibidtico aminoglicosidico, por ejemplo, kanamicina,
neomicina, o G418. Véase Patente de los Estados Unidos N° 4,965 199.

(iv) Componente de Promotor

Los vectores de clonacion y expresion usualmente contienen un promotor
que reconoce el organismo huésped y se encuentra unido en forma operacional al
~ acido nucleico del polipeptido del anticuerpo. Las secuencias de promotor son
conocidas como eucariotas. Virtualmente todos ios genes eucaridticos poseen una
region rica en AT ubicada aproximadamente de 25 a 30 bases corriente arriba
desde el sitio donde se inicia la transcripcién. Otra secuencia que se encuentra de
70 a 80 bases corriente arriba desde el comienzo de la transcripcion de muchos
genes es una region CNCAAT (SEC ID N° 232) donde N puede ser cualquier
nucledtido. En el extremo 3' de la mayoria de los genes eucaridticos se encuentra
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una secuencia AATAAA (SEC ID N°: 233) que puede ser una sefial para la adicién
de la cola poli A al extremo 3' de la secuencia de codificacion. Todas estas
secuencias estan correctamente insertadas en vectores de expresion eucaridticos.

La transcripcién del polipéptido del anticuerpo desde los vectores en las
células huésped de mamiferos es controlada, por ejemplo, por promotores que se
obtienen de los genomas de virus como el virus polioma, el fowlpox virus,
adenovirus (como el Adenovirus 2), virus del pailoma bovino, virus del sarcoma
aviar, citomegalovirus, un retrovirus, virus de la hepatitis-B y Virus del Simio 40
(S8V40), de los promotores de mamiferos heterélogos, por ejemplo, el promotor
actin o un promotor de inmunoglobina, de promotores de choque térmico, siempre
que dichos promotores sean compatibles con los sistemas de células huésped.

Los promotores tempranos y tardios del virus SV40 se obtienen
convenientemente como un fragmento de restriccion del SV40 que también
contiene el origen viral del SV40 de replicacién. El promotor temprano inmediato
del citomegalovirus humano se obtiene convenientemente como un fragmento de
restriccion del Hindll} E. Un sistema para expresar el ADN en los huéspedes de
mamiferos mediante la utilizacion del virus del papiloma bovino como un vector se
desarrolla en la Patente de los Estados Unidos N° 4.419.446. Se describe una
modificacién de ese sistema en la Patente de los Estados Unidos N° 4.601.978.
En forma alternativa, puede utilizarse la repeticion de terminal largo del Virus de
Sarcoma de Rous como el promotor.

{v) Componente de elemento potenciador

La transcripcion del ADN que codifica el polipéptido del anticuerpo de la
presente invencién por medio de eucariotas mas elevados, se aumenta a menudo
mediante la insercidon de una secuencia potenciadora en el vector. Muchas
secuencias potenciadoras son conocidas de genes de mamiferos (globina,
elastésa, albumina, a-fetoproteina, e insulina). En forma tipica, sin embargo, se
utilizard un potenciador de un virus de célula eucaridtica. Los ejemplos incluyen
un potenciador del SV40 en el lado tardio del origen de replicacién (bp 100-270),
el potenciador del promotor tempranc del citomegalovirus, el potenciador del
polioma en el lado tardio del origen de replicacién, y los potenciadores del
adenovirus. Véase también Yaniv, Nature 297:17-18 (1982) sobre la
potencializacion de elementos para la activacién de los promotores eucaridticos. El

potenciador puede unirse al vector en una posicidon 5' o 3' a la secuencia de
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codificacién del polipéptido del anticuerpo, pero se ubica en forma preferente en
un sitio 5' del promotor.

(vi) Componente de terminacion de la transcripcion

Los vectores de expresion utilizados en las células huésped eucaridticas
tambien contendran, en forma tipica, secuencias necesarias para la terminacién
de la transcripcion y para la estabilizacion del ARNm. Dichas secuencias se
encuentran comunmente disponibles en las regiones no traducidas 5' y, en
ocasiones 3', de los ADNs o ADNcs virales o eucaridticos. Estas regiones
contienen segmentos nucledtidos que se transcriben como fragmentos
poliadenilados en la porcién no traducida del ARNm que codifica un anticuerpo.
Un componente util de terminacion de la transcripcion es la region de
poliadenilacién de la hormona de cultivo bovina. Véase W094/11026 y el vector
de expresion que alli se desarrolia.

(vii) Seleccion y transformacién de las células huésped

Las células huésped apropiadas para clonar o expresar el ADN en los
vectores del presente incluyen células eucariotas superiores que se describen en
el presente, incluyendo las células huésped vertebradas. La propagacién de las
células vertebradas en cultivo (cultivo de tejido) se ha vuelto un procedimiento de
rutina. Ejemplos de lineas celulares huésped de mamiferos son linea CV1 de rifién
de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC® CRL 1651); linea de rifidn
embridnica humana (células 293 o 293 subclonadas para el crecimiento en el
cultivo de suspensién, Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rifidén
de hamster bebé (BHK, ATCC® CCL 10}, células de ovario de hamster chino/-
DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); células
sértoli de ratén (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980); células de rifién de
mono (CV1 ATCC® CCL 70); células de rifion de mono verde africano (VERO-76,
ATCC® CRL-1587); células de carcinoma cervical humanas (HELA, ATCC® CCL
2); celulas de rifién caninas (MDCK, ATCC® CCL 34); células de higado de rata
bufalo (BRL 3A, ATCC® CRL 1442); células de pulmén humanas (W138, ATCC®
CCL 75), células de higado humanas (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de ratén
(MMT 060562, ATCC® CCL51); células TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci.
383:44-68 (1982)); células MRC 5; células FS4; y una linea de hepatoma humano
(Hep G2).

Las celulas huésped se transforman con los vectores de clonacion o

expresion antes mencionados para la producciéon de anticuerpos y se cultivan en
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medios nutrientes convencionales modificados segln corresponda para inducir
promotores, seleccionar transformantes o amplificar los genes que codifican las
secuencias deseadas.

(viij) Cultivo de células huésped

Las ceélulas huésped utilizadas para producir un anticuerpo de la presente
invencién pueden cultivarse en una variedad de medios. Los medios disponibles
en los comercios como Ham's F10 (Sigma), Minimal Essential Medium (MEM),
(Sigma), RPMI-1640 (Sigma), y Dulbecco's Modified Eagle's Medium ((DMEM),
Sigma) son apropiados para el cultivo de células huésped. Ademas, cualquier de
los medios descriptos en Ham et al., Meth. Enz. 58:44 (1979), Barnes et al., Anal.
Biochem.102:255 (1980), Patente de los Estados Unidos Nros. 4.767.704;
4.657.866; 4.927.762; 4.560.655; o 5.122.469; WO 90/03430; WO 87/00195; o
Patente de los Estados Unidos Re. 30,985 pueden utilizarse como medios de
cultivo para las células huésped. Cualquier de estos medios pueden
complementarse, seglin sea necesario, con hormonas y/u otros factores de
crecimiento (tales como insulina, transferrina, o factor de crecimiento epidermal),
sales (tales como cloruro de sodio, calcio, magnesio, y fosfato), buffers (como el
HEPES), nucledtidos (como adenosina y timidina), antibidticos (como la droga
GENTAMYCIN™), oligoelementos (definidos como compuestos inorganicos que
generalmente se encuentran en las concentraciones finales en el rango
micromolar), y glucosa o una fuente de energia equivalente. Pueden incluirse
otros complementos necesarios en concentraciones apropiadas conocidas por
aquellos especialistas del area. Las condiciones de cultivo, como la temperatura,
pH, y similares, son aquellas que se utilizaron previamente con la célula huésped
seleccionada para la expresidn, y seran aparentes para los expertos habituales.

(ix) Purificacién del anticuerpo

Al utilizar técnicas recombinantes, el anticuerpo puede producirse en forma
intracelular, o segregarse directamente en el medio. Si se produce el anticuerpo
en forma intracelular, como primer paso, se remueven los restos de particulas, ya
sean celulas huésped o fragmentos lisados, por ejemplo, mediante centrifugacién
o ultrafiltracion. En donde se segrega el anticuerpo en el medio, generalmente
primero se concentran particulas flotantes de dichos sistemas de expresion
mediante la utilizacion de un filtro de concentracion de proteinas disponible en los
comercios, por ejemplo, una unidad de ultrafiltracion de Amicon o Millipore
Pellicon. Un inhibidor de la proteasa como el PMSF puede incluirse en cuaiquiera

N
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de los pasos anteriores para la proteolisis y pueden incluirse antibibticos a fin de
prevenir el crecimiento de contaminantes adventicios.

La composicion del anticuerpo preparada de las celulas puede purificarse
mediante la utilizacién de, por ejemplo, cromatografia hidroxilapatita,
electroforesis en gel, didlisis, y cromatografia de afinidad, siendo la cromatografia
de afinidad la técnica de purificacion preferida. La idoneidad de la proteina A
como un ligando de afinidad depende de la especie e isotipo de todo dominio F¢
de inmunoglobina presente en el anticuerpo. La proteina A puede utilizarse para
purificar anticuerpos basados en cadenas pesadas y1, v2, o y4 humanas
(Lindmark et al., J. Immunol. Meth. 62:1-13 (1983)). Se recomienda la Proteina G
para todos los isotipos de ratones y para el y3 humano (Guss et al., EMBO J.
5:15671575 (1986)). La matriz a la que se une el ligando de afinidad es agarosa
en la mayoria de los casos, pero otras matrices se encuentran disponibles. Las
matrices estables en forma mecanica como el vidrio de poro controlado o el
poli(estirenodivinil)benceno permiten velocidades de flujo mas rapidas y tiempo de
procesamiento menores que los que pueden obtenerse con la agarosa. En donde
el anticuerpo comprende un dominio CH3, la resina Bakerbond ABX™ (J. T.
Baker, Phillipsburg, NJ) es dtil para la purificacién. Otras técnicas para la
purificacion de proteinas como el fraccionamiento en una columna de intercambio
de iones, la precipitacion de etanol, HPLC de Fase Reversa, cromatografia en
silica, cromatografia de heparina SEPHAROSE™, cromatografia en resina de
intercambio de anién o catién (como una columna de acido poliaspartico),
chromatofocusing, SDS-PAGE, y la precipitacién de sulfato de amonio también se
encuentran disponibles en funcién del anticuerpo a recuperar.

Luego de cualquier paso de purificacion preliminar, se puede someter a la
mezcla que comprende el anticuerpo de interés y los contaminantes a
cromatografia de interaccion hidrofébica de bajo pH mediante un buffer de elusion
a un pH entre 25-4,5 aproximadamente, preferentemente realizada a bajas
concentraciones de sal (por ejemplo, de 0-0.25M de sal).

Inmunoconjugados

La invenciéon también provee inmunoconjugados (a los cual se hace
referencia en forma intercambiable como conjugados “anticuerpo-droga”, o
“ADCs") que consisten en un anticuerpo conjugado a uno o0 mas agentes
citotoxicos, como un agente quimioterapéutico, una droga, un agente inhibidor del

crecimiento, una toxina (por ejemplo, una toxina de proteina, una toxina activa por

AL
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accion enzimatica de origen bacteriano, fingido, vegetal o animal o sus
fragmentos), o un isétopo radioactivo (es decir, a radioconjugado).

Los inmunoconjugados se han utilizado para la entrega loca de agentes
citotdxicos, es decir, drogas que matan o inhiben el crecimiento o proliferacion de
celulas en el tratamiento del cancer (Lambert, J. (2005) Curr. Opinion in
Pharmacology 5:543-549; Wu et al (2005) Nature Biotechnology 23(9):1137-1146;
Payne, G. (2003) i 3:207-212; Syrigos and Epenetos (1999) Anticancer Research
19:605-614; Niculescu-Duvaz and Springer {1997) Adv. Drug Deliv. Rev. 26:151-
172; Patente de los Estados Unidos N° 4.975.278). Los inmunoconjugados
permiten le entrega dirigida de una porcién de droga a un tumor y su acumulacién
intracelular alli, en donde la administracién sistémica de drogas no conjugadas
puede resultar en niveles de toxicidad inaceptables para las células normales asi
como también las células tumorales que se desea eliminar (Baldwin et al., Lancet
(Mar. 15, 1986) pp. 603-05; Thorpe (1985) "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents
in Cancer Therapy. A Review," in Monoclonal Antibodies '84: Biological And
Clinical Applications (A. Pinchera et al., eds) Pags. 475-506. Se ha informado que
tanto los anticuerpos policlonales como los monoclonales son (tiles en estas
estrategias (Rowland et al., (1986) Cancer Immunol. Immunother. 21:183-87). Las
drogas que se utilizan en estos métodos incluyen la daunomicina, doxorubicina,
metotrexato, y vindesina (Rowland et al., (1986) supra). Las toxinas utilizadas en
los conjugados anticuerpo-toxina incluyen las toxinas bacterianas como la toxina
de la difteria, toxinas vegetales como la ricina, toxinas de moléculas pequerias
come la geldanamicina (Mandler et al (2000) J. Nat. Cancer Inst. 92(19):1573-
1581; Mandler et al (2000) Bioorganic & Med. Chem. Letfters 10:1025-1028;
Mandler et al (2002) Bioconjugate Chem. 13:786-791), maitansinoides (EP
1391213; Liu et al, (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623), y
caligueamicina (L.ode et al (1998) Cancer Res. 58:2928; Hinman et al (1993)
Cancer Res. 53:3336-3342). Las toxinas pueden emplear sus efectos citotoxicos
mediante mecanismos que incluyen la unién a la tubulina, unién al ADN o
inhibicién de la topoisomerasa. Algunas drogas citotdxicas tienden a ser inactivas
o menos activas cuando se las conjuga a grandes anticuerpos o ligandos
receptores de proteinas.

ZEVALIN® (ibritumomab tiuxetan, Biogen/ldec) es un conjuagdo
anticuerpo-radioisétopo compuesto de un anticuerpo monoclonal kappa IgG1 de
murina dirigido contra el antigeno CD20 encontrado en la superficie de linfocitos B

25
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normales y malignos y radioisétopos 111In o 90Y unidos por un quelante de
enlace de tiourea (Wiseman et al (2000) Eur. Jour. Nucl. Med. 27(7):766-77;
Wiseman et al (2002) Blfood 99(12):4336-42; Witzig et al (2002) J. Clin. Oncol.
20(10):2453-63; Witzig et al (2002) J. Clin. Oncol. 20(15):3262-69). A pesar de que
ZEVALIN posee actividad contra el Linfoma no Hodgkin (NHL) de células B, la
administracion resulta en citopenias severas y prolongadas en la mayoria de los
pacientes. MYLOTARG™ (gemtuzumab ozogamicin, Wyeth Pharmaceuticals), un
conjugado anticuerpo-droga compuesto de un anticuerpo huCD33 unido a la
caliqueamicina, se aprobé en el afio 2000 para el tratamiento de leucemia mieloide
aguda mediante inyeccién (Drugs of the Future (2000) 25(7).:686; Patente de los
Estados Unidos Nros. 4970198; 5079233; 5585089; 5608040; 5693762; 5739116:
5767285; 5773001). Cantuzumab mertansina (Immunogen, Inc.), un conjugado
anticuerpo-droga compuesto del anticuerpo huC242 unido mediante el enlace de
disulfuro SPP a la porcidn de droga de maitansinoide, DM1, esta avanzando en los
ensayos de Fase !l para el tratamiento de canceres que expresan CanAg, como el
cancer de colon, pancreatico, gastrico y otros canceres. MLN-2704 (Millennium
Pharm., BZL Biologics, Immunogen Inc)), un conjugado anticuerpo-droga
compuesto del anticuerpo monoclonal del antigeno de membrana especifico
prostatico (PSMA) unido a la porcion de droga del maitansinoide, DM1, se
encuentra en desarrolio para el posible tratamiento de los tumores de préstata.
Los péptidos de auristatina, auristatina E (AE) y monometilauristatina (MMAE),
analogos sintéticos de la dolastatina, se conjugaron a anticuerpos monoclonales
quiméricos cBR96 (especificos para Lewis Y sobre carcinomas) y cAC10
(especificos para CD30 sobre tumores hematolégicos) (Doronina et al (2003)
Nature Biotechnol. 21(7):778-784) y se encuentran en desarrollo terapéutico.

En ciertas realizaciones, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo y
un agente quimioterapéutico u otra toxina. Los agentes quimioterapéuticos Utiles
en la generacién de inmunoconjugados se describen en el presente (por ejemplo,
arriba). Las toxinas activas por accién enzimatica y sus fragmentos que pueden
utilizarse incluyen la cadena A de difteria, fragmentos activos sin unién de la toxina
de difteria, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa), cadena A de
ricina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, proteinas
Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteina americana Pitolaca (PAPI, PAPII, y
PAP-S), inhibidor de momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de

sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina, y



87

los tricotecenos. Véase, por ejemplo, WO 93/21232 publicado el 28 de octubre de
1993. Se encuentra disponible una variedad de de radionticlidos para la
produccion de anticuerpos radioconjugados. Los ejemplos incluyen 2'2Bi, '*'1, '3'in,
%y, y ®Re. Los conjugados del anticuerpo y el agente citotéxico se realizan
mediante la utilizacién de una variedad de agentes de acoplamiento de proteina
bifuncionales como N-succinimidil-3-(2-piridilditiol) propionato (SPDP), iminotiolano
(IT), derivados funcionales de imidoésteres (como el dimetil adipimidato HCI),
esteres activos (como disuccinimidil suberato), aldehidos (como glutaraldehido),
compuestos de bis-azido (como bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina),derivados de
bis-diazonio (como Dbis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (como
tolueno 2,6-diisocianato), y compuestos de fluorina bis-activa (como 1,5-difiuoro-
2,4-dinitrobenzeno). Por ejemplo, puede prepararse una inmunotoxina de ricina tal
como se describe en Vitetta et al, Science, 238: 1098 (1987). El acido
triaminpentaacético 1-isotiocianatobenzil-3-metildietiieno rotulade Carbono 14
(MX-DTPA) es un ejemplo de un agente quelante para la conjugacién del
radionucleétido al anticuerpo. Véase W094/11026.

Los conjugados de un anticuerpo y una o mas toxinas de moléculas
peguefias, como la caliqueamicina, maitansinoides, dolastatinas, aurostatinas, a
tricoteceno, y CC1065, y los derivados de estas toxinas que poseen actividad de
toxina, también se contemplan en el presente.

Maitansina y maitansinoides

En algunas realizaciones, el inmunoconjugado comprende un anticuerpo
(de extension completa o fragmentos) conjugado a una o mas moléculas de
maitansinoide.

Los maitansinoides son inhibidores mitéticos que actlan mediante la
inhibicion de la polimerizacion de la tubulina. La maitansina se asild por primera
vez del arbusto Maytenus serrata del este de Africa (Patente de los Estados
Unidos N° 3.896.111). Luego, se descubrid que ciertos microbios también
producen maitansinoides, como el maitansinol y los ésteres de maitansinol C-3
(Patente de los Estados Unidos N° 4.151.042). E! maitansinol sintético y sus
derivados y analogos se desarrollan, por ejemplo, en las Patentes de los Estados
Unidos Nros. 4.137.230; 4.248.870; 4.256.746; 4.260.608; 4.265.814; 4.294.757;
4.307.016; 4.308.268; 4.308.269; 4.309.428; 4.313.946; 4.315.929; 4.317.821;
4.322.348; 4.331.598; 4.361.650; 4.364.866; 4.424.219; 4.450.254; 4.362.663; y
4.371.533.
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Las porciones de droga de maitansinoides son porciones de droga
atractivas en los conjugados de drogas debido a que son: (i) relativamente
accesibles para prepararlas mediante fermentacién o modificacion quimica,
derivatizacion de los productos de fermentacién, (i) susceptibles a la
derivatizacion con grupos funcionales para la conjugacion a través de enlaces sin
disulfuro a los anticuerpos, (i) estables en plasma, y (iv) efectivas contra una
variedad de lineas celulares de tumores.

Los inmunoconjugados que contienen maitansinoides, los métodos para
realizarlos y su uso terapéutico se desarrollan en, por ejemplo, las Patentes de los
Estados Unidos Nros. 5.208.020, 5.416.064 y la Patente Europea EP 0 425 235
B1. Liu et al, Proc. Nati. Acad. Sci. USA 93.8618-8623 (1996) describid
inmunoconjugados que comprenden un maitansinoide designado DM1 unido al
anticuerpo monoclonal C242 dirigido contra el cancer colorrectal humano. Se
descubrié que el conjugado era altamente citotéxico para las células de cancer de
colon cultivadas y mostré actividad antitumora! en un ensayo de crecimiento de
tumor in vivo. Chari et al, Cancer Research 52:127-131 (1992) describe
inmunoconjugados en los cuales un maitansinoide se conjugdé mediante un enlace
de disulfurc a un anticuerpo de murina A7 unido a un antigeno en lineas celulares
de cancer de colon humano, o a otro anticuerpo monoclonal de murina TA.1 gue
se une al oncogen HER-2/neu. La citotoxicidad del conjugado TA.1-maitansinoide
se examind in vitro en la linea celular de cancer de mama SK-BR-3, que expresa 3
x 105 HER-2 antigenos de superficie por célula. El conjugado de droga obtuvo un
nivel de citotoxicidad similar a la droga de maitansinoide libre, el cual podria
incrementarse mediante el aumento de la cantidad de moléculas de
maitansinoides por molécula de anticuerpo. El conjugado A7-maitansinoide
mostré una baja citotoxicidad sistémica en ratones.

Los conjugados anticuerpo-maitansinoide se preparan mediante la union
quimica de un anticuerpo a una molécula de maitansinoide sin diminuir en forma
significativa la actividad bioldgica de la molécula del anticuerpo o la molécula del
maitansinoide. Véase, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos N° 5.208.020.
Un promedio de 3-4 moléculas de maitansinoides conjugadas por molécula de
anticuerpo ha mostrado eficacia al mejorar la citotoxicidad de las células blanco
sin afectar en forma negativa la funcién o soludibilidad del anticuerpo, a pesar de
que se esperara que incluso una molécula de toxina/anticuerpo mejore la

citotoxicidad sobre el uso de un anticuerpo desnudo. Los maitansinoides son muy
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conocidos en el area y se los puede sintetizarse mediante técnicas conocidas o
aislar de fuentes naturales. Los maitansinoides idéneos se desarrollan por
ejemplo en la Patente de los Estados Unidos N° 5.208.020 y en las otras patentes
y publicaciones no patentadas a las que se hizo referencia en el presente con
anterioridad. Los maitansinoides preferidos son el maitansinol y analogos del
maitansinol modificados en el anillo aromatico o en otras posiciones de la
molécula de maitansinol, como varios ésteres de maitansinol.

Existen muchos grupos de unidén conocidos en el area para realizar
conjugados anticuerpo-maitansinoide, con la inclusion de, por ejemplo, aquelios
que de desarrolian en la Patente de los Estados Unidos N° §.208.020 o la Patente
EP 0 425 235 B1, Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992), y la Solicitud
de Patente de los Estados Unidos N° 10/960,602, presentada el 8 de octubre de
2004. Los conjugados anticuerpo-maitansinoide que comprenden el SMCC del
componente de unién pueden prepararse tal como se desarrolla en la Solicitud de
Patente de los Estados Unidos N° 10/960,602, presentada el 8 de octubre de
2004. Los grupos de unién incluyen grupos de disulfuro, grupos de tioeter, grupos
labiles al acido, grupos fotolabiles, grupos labiles a la peptidasa, o grupos labiles a
la esterasa, tal como se desarrolla en las patentes que se identifican con
anterioridad, y se prefieren los grupos de disulfuro y ticeter. En el presente se
describen y ejemplifican grupos de unioén adicionales.

Los conjugados del anticuerpo y el maitansinoide pueden realizarse
mediante la utilizacién de una variedad de agentes de acoplamiento de proteinas
bifuncionales como N-succinimidil-3-(2-piridiiditio) propionato (SPDP), succinimidil-
4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato (SMCC), iminotiolano (IT),
derivados bifuncionales de imidoésteres (como el dimetil adipimidato HCI), ésteres
activos (como disuccinimidil suberato), aldehidos (como glutaraldehido),
compuestos de bis-azido (como bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de
bis-diazonio (como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocinatos (como
tolueno 2,6-diisocianato), y compuestos de fllior bis-activo (como 1,5-difluoro-2,4-
dinitrobenzeno). Los agentes de union que se prefieren en particular incluyen N-
succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP) (Carlsson et al., Biochem. J.
173:723-737 (1978)) y N-succinimidil-4-(2-piridiltio)pentanoato (SPP) para
asegurar la unién de disulfuro.

El enlace puede acoplarse a la molécula de maitansinoide en varias

posiciones, de acuerdo al tipe de union. Por ejemplo, un enlace de éster puede
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formarse mediante la reaccion con un grupo de hidroxilo con técnicas de
acoplamiento convencionales. La reaccidon puede ocurrir en la posicion C-3 con un
grupo de hidroxilo, la posicion C-14 modificada con hidroximetilo, la posicién C-15
modificada con un grupo de hidroxilo, y la posicién C-20 con un grupo de hidroxilo.
En una realizacién preferida, el enlace se forma en la posicion C-3 del maitansinol
o un analogo del maitansinol.

Auristatinas y dolastatinas

En algunas realizaciones, el inmunoconjugado comprende un anticuerpo
conjugado a dolastinas o analogos y derivados peptidicos de dolastina, las
auristatinas (Patente de los Estados Unidos N.° 5635483; 5780588). Se ha
demostrado que las dolastinas y auristatinas interfieren con la dinamica de
mircrotubulos, hidrélisis GTP, y division nuclear y celular (Woyke et al (2001)
Antimicrob. Agents and Chemother. 45(12):3580-3584) y poseen actividad
anticancer (US 5663149} y antifungida (Pettit et al (1998) Antimicrob. Agents
Chemother. 42:2961-2965). La porcién de droga de dolastina o auristatina puede
acoplarse al anticuerpo a través de terminales N (amino) o el terminal C (carboxil)
de la porcién de droga peptidica (WO 02/088172).

Los ejemplos de realizaciones de auristatina incluyen las porciones de
droga de monometilaristatina unidas al terminal N DE y DF, que se desarroilan en
“‘Monomethylvaline Compounds Capable of Conjugation to Ligands”, Serie de los
Estados Unidos N° 10/983,340, presentada el 5 de noviembre de 2004.

En forma tipica, los porciones de droga en base a péptidos pueden
prepares mediante la formacion de una unién de péptido entre dos o mas
aminoacidos y/fo fragmentos de péptidos. Dichas uniones de péptidos pueden
prepararse, por ejemplo, de acuerdo al método de sintesis de fase liquida (véase
E. Schroder and K. Libke, “The Peptides”, volumen 1, Pags. 76-136, 1965,
Academic Press) el cual es muy conocido en el area de la quimica de péptidos.
Las porciones de droga de auristatina/dolastatina pueden prepararse de acuerdo a
los métodos de: US 5635483; US 5780588, Pettit et al (1989) J. Am. Chem. Soc.
111:5463-5465; Pettit et al (1998) Anti-Cancer Drug Design 13:243-277; Pettit,
G.R., et al. Synthesis, 1996, 719-725; y Pettit et al (1996) J. Chem. Soc. Perkin
Trans. 1 5:859-863. Véase también Doronina (2003) Nat Biotechnol 21(7).778-784;
“Monomethylvaline Compounds Capable of Conjugation to Ligands”, Serie de los
Estados Unidos N° 10/983,340, presentada el 5 de noviembre de 2004 (que
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desarrolla por ejemplo, enlaces y métodos de preparacion de compuestos de
monometilvalina como MMAE y MMAF conjugados a enlaces).

Caliqueamicina

En otras realizaciones, el inmunoconjugado comprende un anticuerpo
conjugado a una o mas moléculas de caliqgueamicina. La familia de antibiéticos de
la caliqueamicina es capaz de producir rupturas de ADN de doble cadena en
concentraciones sub-picomolares. Para la preparacion de conjugados de la familia
de la caliqueamicina, véase patentes de los Estados Unidos 5.712.374, 5.714.586,
9.739.116, 5.767.285, 5.770.701, 5.770.710, 5.773.001, 5.877.296 (todas para
American Cyanamid Company). Los analogos estructurales que pueden utilizarse
incluyen, entre otros y1l, a2l, a3l, N-acetyi-y1l, PSAG y 6!1 (Hinman et al., Cancer
Research 53:3336-3342 (1993), Lode et al., Cancer Research 58:2925-2928
(1998) y las patentes de los Estados Unidos antes mencionadas para American
Cyanamid). Otra droga anti tumoral a la que se puede conjugar el anticuerpo es
QFA, la cual es un antifolato. Tanto la caliqueamicina como QFA poseen sitios de
accion intraceluiares y no atraviesan facilmente la membrana plasmatica. Por lo
tanto, la captacidn celular de estos agentes a través de la internalizacion mediada
por el anticuerpo mejora enormemente los efectos citotdxicos.

Otros agentes citotdxicos

Otros agentes antitumorales que pueden conjugarse a los anticuerpos
BCNU, estreptozoicina, vin:éristina y S5-fluorouracil, la familia de agentes conocida
en forma colectiva como complejo LL-E33288 descripta en las patentes de los
Estados Unidos 5.053.394, 5.770.710, asi como también esperamicinas (patente
de los Estados Unidos 5.877.296).

Las toxinas activas por accidén enzimatica y sus fragmentos que pueden
utilizarse en la cadena A de difteria, los fragmentos activos sin unién de la toxina
de difteria, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa), cadena A de
ricina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, proteinas
Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI,
PAPI, y PAP-S), inhibidor de momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de
sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomcina y
los tricotecenos. Véase, por ejemplo, WO 93/21232 publicado el 28 de octubre de
1993.



92

La presente de invencidn ademas contempla un inmunoconjugado formado
entre un anticuerpo y un compuesto con actividad nucleolitica {por ejemplo, una
ribonucleasa o una endonucleasa de ADN como una deoxiribonucleasa; DNase).

Para destruccion selectiva del tumor, el anticuerpo puede comprender un
atomo altamente radioactivo. Se encuentra disponible una variedad de isétopos
radioactivos para la produccién de anticuerpos radioconjugados. Los ejemplos
incluyen A", I3 '3 ¥%0 Re'® Re™® sm'®® Bi¥'2, P2 pp?'? e isotopos
radioactivos de Lu. Cuando se utiliza el conjugado para la deteccion, puede
comprender un atomo radioactivo para los estudios escintigraficos, por ejemplo
tc99m o 1123, o un rotulo spin para la imagen de resonancia magnética nuclear
(NMR) (también conocida como imagen de resonancia magnética, mri), como
iodina-123 nuevamente, iodina-131, indio-111, fllor-19, carbono-13, nitrdgeno-15,
oxigeno-17, gadolinio, manganesa o hierro.

El radio- u ofros rétulos pueden incorporarse en el conjugado en formas
conocidas. Por ejempio, el péptido se puede biosintetizar o sintetizar mediante
sintesis de aminoacido quimica con precursores de aminoécidos idoneos que
comprenden, por ejemplo, fllior-19 en lugar de hidrogeno. Los rétulos como tc*°m
o I'®, Re'™ Re'™ y In""! pueden acoplarse mediante un residuo de cisteina en el
péptido. Yttrium-90 puede acoplarse mediante un residuo de lisina. El método
IODOGEN (Fraker et al (1978) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80: 49-57)
puede utilizarse para incorporar iodina-123. "Monoclonal Antibodies in
Immunoscintigraphy” (Chatal, CRC Press 1989) describe otros métodos en detalle.

Los conjugados del anticuerpo y el agente citotoxico pueden realizarse
mediante la utilizacion de una variedad de agentes de acoplamiento de proteina
bifuncionales como N-succinimidil-3-(2-piridilditic} propionato (SPDP), succinimidil-
4-(N-maleimidometil} ciclohexano-1-carboxilato (SMCC), iminotiolano (IT),
derivados bifuncionales de imidoésteres (como dimetil adipimidato HCI), ésteres
activos (como disuccinimidil suberato), aldehidos (como glutaraldehido),
compuestos de bis-azido (como bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de
bis-diazonio(como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (como
tolueno 2,6-diisocianato), y compuestos de flior bis-activo (como 1,5-difluoro-2,4-
dinitrobenzeno). Por ejemplo, puede prepararse una inmunotoxina de ricina can tal
como se describe en Vitetta et al., Science 238:1098 (1987). El acido
triaminpentaacético 1-isotiocianatobenzil-3-metildietileno rotulado Carbono 14
(MX-DTPA) es un ejemplo de un agente quelante para la conjugaciéon del
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radionucledtido al anticuerpo. Véase WQ094/11026. El enlace puede ser un
“enlace escindible” que facilita el liberacién de la droga citotoxica en a célula. Por
ejemplo, puede utilizarse un enlace labil al acido, un enlace sensible a la
peptidasa, un enlace fotolabil, en enlace de dimetil 0 un enlace que contiene
disulfuro (Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992); Patente de los
Estados Unidos N° 5.208.020).

lLos compuestos contemplan en forma expresa, entre otros, ADC preparado
con reactivos de enlaces cruzados: BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC,
MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS,
sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC, y sulfo-SMPB, y SVSB
(succinimidil-(4-vinilsulfona)benzoato) que se encuentran disponibles en los
comercios (por ejemplo, de Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL., U.S.A).
Véase paginas 467-498, 2003-2004 Applications Handbook and Catalog.

Preparacién de conjugados anticuerpo-droga

En los conjugados de anticuerpo-droga (ADC), se conjuga un anticuerpo
(Ab) a una o mas porciones de droga (D), por ejemplo, alrededor de 1 a 20
porciones de droga por anticuerpo, a través de un enlace (L). El ADC de Formula |
puede prepararse a través de diferentes vias, mediante el empleo de reacciones,
condiciones y reactivos de quimica organica conocidos por [os expertos en el area,
con la inclusién de: (1) reaccion de un grupo nucleofilico de un anticuerpo con un
reactivo de enlace bivalente, para formar Ab-L, mediante una unién covalente,
seguido de una reaccién con una porcién de droga D; y {2) reaccion de un grupo
nucleofilico con un reactivo de enlace bivalente, para formar D-L, mediante union
covalente, seguido de una reaccion con el grupo nucleofilico de un anticuerpo. En
el presente se describen métodos adicionales para la preparacién de ADC.

Ab—(L-D), |

El enlace puede estar compuesto de uno 0 mas componentes de unién. Los
ejempios de componentes de enlace incluyen 6-maleimidocaproil (“MC"),
maleimidopropanoil (*MP”), valina-citrulina (*val-cit”), alanina-fenilalanina (“ala-
phe”), p-aminobenziloxicarbonilo ("“PAB™), N-Succinimidil 4-(2-piridiltio) pentanoato
("SPP"), N-Succinimidil 4-(N-maleimidometil} ciclohexano-1 carboxilato (“SMCC'),
y N-Succinimidil (4-yodo-acetil) aminobenzoato (“SIAB”). Se conocen en el area
componentes de enlace adicionales y algunos se describen en el presente. Véase
tambieén "Monomethylvaline Compounds Capable of Conjugation to Ligands”, Serie
de los Estados Unidos N.° 10/983,340, presentada el 5 de noviembre de 2004.

101
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En algunas de las realizaciones, el enlace puede comprender residuos de
aminoacidos. Los ejemplos de componentes de eniace de aminoacidos incluyen
un dipeptido, un tripéptido, un tetrapéptido o un pentapéptido. Los ejemplos de
dipéptidos incluyen: valina-citrulina (vc o val-cit), alanina-fenilalanina (af o ala-fe).
Los ejemplos de tripéptidos incluyen: glicina-valina-citrulina (gli-val-cit) y glicina-
glicina-glicina  (gli-gli-gli). Los residuos de aminoacidos comprenden un
componente de enlace incluyen aguellos que ocurren en forma natural, asi como
también aminoacidos menores y analogos de aminoacidos que no ocurren en
forma natural, como la citrulina. Los componentes de enlace de aminoacidos se
pueden disefar y optimizar en su selectividad para la escisién enzimatica, por
ejemplo, una proteasa asociada a un tumor, catepsina B, C y D, o una proteasa
plasmina.

Los grupos nucleofilicos en los anticuerpos incluyen, entre otros: (i) grupos
de amina de N- terminal, (i) grupos de amina de cadena lateral, por ejemplo lisina,
(i) grupos de tiol de cadena lateral, por ejemplo, cisteina, y (iv) grupos de aminos
e hidroxil de azicar en donde el anticuerpo es glicosilado. Los grupos de amina,
tiol e hidroxil son nucleofilicos y capaces de reaccionar para formar uniones
covalentes con grupos electrofilicos en porciones de enlace y reactivos de enlace,
con la inclusion de: (i) ésteres activos como ésteres NHS, ésteres HOB,
haloformatos, y halidos acidos; (i) halidos de alquil y benzil como haloacetamidas:
(it} grupos de aldehidos, cetonas, carboxil y maleimida. Ciertos anticuerpos
poseen disulfuros de intercadena reducibles, es decir, puentes de cisteina. Los
anticuerpos pueden hacerse reactivos para la conjugacion con otros reactivos de
enlace mediante el tratamiento con un agente reductor DTT (ditiotreitol). Cada
puente de cisteina por lo tanto, formara, en teoria, dos nucleéfilos de tiol reactivos.
Se pueden introducir grupos nuclecfilicos adicionales en anticuerpos a través de la
reaccion de lisinas con 2-iminotiolano (reactivo de Traut) lo cual resulta en la
conversion de una amina en un tiol. Los grupos de tiol reactivos pueden
introducirse en un anticuerpo (o fragmentos de! mismo) mediante la introduccion
de uno, dos, tres, cuatro o mas residuos de cisteina (por ejemplo, la preparacion
de anticuerpos mutantes que comprenden uno o mas residuos de aminoécidos de
cisteina no nativos).

Los conjugados de anticuerpo-droga pueden producirse mediante la
modificaciéon del anticuerpo para introducir porciones electrofilicas que pueden
reaccionar con sustitutos nucleofilicos en el reactivo de enlace o droga. Las

“1C2,
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azucares de los anticuerpos glicosilados pueden oxidarse, por ejemplo, con
reactivos oxidantes de periodato, para formar grupos de aldehidos o cetonas que
pueden reaccionar con el grupo de amina de los reactivos de enlace o porciones
de droga. Los grupos de base Schiff de imina resultantes pueden formar un enlace
estable o pueden reducirse, por ejemplo, mediante reactivos de borohidridos para
formar enlaces de amina estables. En una realizacion, la reaccién de la porcion de
carbohidrato del anticuerpo glicosilado con glactosa oxidasa o meta-periodato de
sodio puede dar grupos de carbonilo (aldehido o cetona) en la proteina que puede
reaccionar con los grupos apropiados en la droga (Hermanson, Bioconjugate
Techniques). En ofra realizacion, las proteinas que contienen residuos de serina o
treonina N-terminal pueden reaccionar con meta-periodato de sodio, lo cual resulta
en la produccion de un aldehido en lugar del primer aminoacido (Geoghegan &
Stroh, (1992) Bioconjugate Chem. 3:138-146; US 5362852). Se puede hacer
reaccionar dicho aldehido puede con una porcién de droga o un nucledfilo de
enlace.

Asimismo, los grupos nucleofilicos en una porcion de droga incluyen, entre
otros: grupos de amina, tiol, hidroxil, hidrazida, oxima, hidrazina,
tiosemicarbazona, carxilato de hidrazina, y arilhidrazida capaces de reaccionar
para formar uniones covalentes con grupos electrofilicos en porciones de enlace y
reactivos de enlace que incluyen: (i) ésteres activos como ésteres NHS, ésteres
HOBt, haloformatos, y acidos de haluros ; (ii) grupos de haluros de alquilo y
bencilo como haloacetamidas; (iii) aldehidos, cetonas, carboxil, y maleimida.

En forma alternativa, puede realizarse una proteina de fusion que
comprende el anticuerpo y el agente citotdxico, por ejemplo, mediante técnicas
recombinantes o sintesis de péptido. La extension del ADN puede comprender
regiones respectivas que codifican dos porciones del conjugadc ya sea
adyacentes o separadas por una regién que codifica un péptido de enlace que no
destruye las propiedades deseadas del conjugado.

En otra realizacion, el anticuerpo puede conjugarse a un "receptor” (como la
estreptavidina) para la utilizacion en la pre-seleccién del tumor en donde el
conjugado anticuerpo-receptor se administra al paciente, seguido de la extraccién
del conjugado no unido de la circulacion mediante un agente de limpieza y luego la
administracién de un “ligando” (por ejemplo, avidina) que se conjuga a un agente
citotoxico (por ejemplo, un radionucledtido).
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Formulaciones Farmacéuticas

Las formulaciones terapéuticas que comprenden un anticuerpo de la
invencion se preparan para el aimacenamiento mediante la mezcla del anticuerpo
que posee el nivel de pureza deseado con portadores, excipientes o
estabilizadores opcionales aceptables en términos fisioldégicos (Remington: The
Science and Practice of Pharmacy 20th edicién (2000)), en la forma de soluciones
acuosas, liofilizadas u otras formulaciones secas. Los portadores, excipientes o
estabilizadores aceptables no son téxicos para los receptores en las dosis y
concentraciones empleadas, e incluyen buffers como el fosfato, citrato, histidina y
otros acidos organicos; antioxidantes que incluyen el acido ascorbico vy la
metionina; conservadores (como el cloruro de amonio de octadecildimetilbencilo;
cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de benzetonio; alcohol de
fenol, butil o bencilo; a]qLiiI parabenos como metil o propil parabeno; catecol;
resorcinol, ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso
molecular {(menos de 10 residuos aproximadamente); proteinas, como albumina
serica, gelatina, © inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos como la
polivinilpirrolidona; aminoacidos como la glicina, giutamina, asparagina, histidina,
arginina, o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos que incluyen la
glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes como EDTA; azlicares como la
sucarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contra iones formadores de sal como el
sodio; complejos de metal (por ejemplo, complejos de proteina Zn); y/o
surfactantes no ionicos como TWEEN™, PLURONICS™ vy glicol de polietileno
(PEG).

La formulacion del presente puede también contener mas de un compuesto
activo, tal como sea necesario para la indicacion particular que se trate,
preferentemente aquellos con actividades complementarias que no se afectan en
forma adversa. Dichas moléculas se encuentran presentes en combinacién, en
forma adecuada, en cantidades que son efectivas para el propésito deseado.

Los ingredientes activos pueden capturarse en micro capsula preparada,
por ejemplo, mediante técnicas de coacervacion o polimerizacion interfacial, por
ejemplo, hidroximetilcelulosa 0 microcapsula de gelatina y microcapsula de poli-
(metilmetacilato), respectivamente, sistema de entrega de drogas coloidales (por
ejemplo, liposomas, microesferas de albimina, microemulsiones, nano-particulas
y nanocapsulas) o en macroemulsiones. Dichas técnicas se desarrollan en
Remington: The Science and Practice of Pharmacy 20th edition (2000).

16t
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Las formulaciones que se utilizaran para la administracion in vivo deben ser
estériles. Esto se obtiene faciimente mediante la filtracion a través de las
membranas de filtracion estériles.

Pueden realizarse preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos
idéoneos de preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices
semipermeables de polimeros hidrofdbicos sdlidos que contienen la
inmunoglobina de la invencion, cuyas matrices se encuentran en forma de
articulos formados, por ejemplo, films, o microcapsula. Los ejemplos de las
matrices de liberacién sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo,
poli(2-hidroxietil-metacrilato), o poli(vinilalcohol)), polilactidos (Patente de los
Estados Unidos N° 3.773.919), copolimeros de &cido L-glutamico y vy etil-L-
glutamato, acetato de vinilo-etileno no degradable, copolimeros de acido lactido-
acido glicolico degradable como el LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables
compuestas de copolimeros de 4acido lactico-acido glicolico y acetato de
leuprolido), y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Mientras que los polimeros como el
acetato de vinilo-etileno y el acido lactico-acide glicdlico permiten la liberacién de
moléculas por mas de 100 dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas por periodos
de tiempo mas cortos. Cuando las inmunoglobulinas encapsuladas permanecen
en el cuerpo por un largo periodo de tiempo, pueden desnaturalizarse o agregarse
como un resultado de la exposicion a la humedad a 37°C, lo cual resulta en una
pérdida de actividad bicloégica y posibles cambios en la imnunogenicidad. Las
estrategias racionales pueden disefiarse para la estabilizacién, de acuerdo al
mecanismo involucrado. Por ejemplo, si se descubre que el mecanismo de adicion
es una formacion de union S-S- intermolecular a través del intercambio de tio-
disulfuro, la estabilizacién puede obtenerse mediante la modificacion de los
residuos de sulfidrilo, la liofilizacién de soluciones acidicas, el control del contenido
de humedad, la utilizacién de aditivos apropiados, y el desarrollo de
composiciones especificas de matriz de poiimero.

Usos

Puede utilizarse un anticuerpo de la presente invencion en, por ejemplo,
métodos terapeuticos in vitro, ex vivo e in vivo.

La invencion provee métodos y composiciones ttiles para modular los
estados de la enfermedad con la expresién y/o actividad de EGFL7, como el
aumento de la expresion y/o actividad o una expresion y/o actividad indeseada.
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Dichos meétodos consisten en la administracion de una dosis efectiva del
anticuerpo anti-EGFL7 a un individuo que necesite dicho tratamiento.

En un aspecto, la invencidn ofrece métodos para el tratamiento o
prevencion de un tumor, cancer y/o un desorden proliferativo de céiuias. Los
métodos consisten en la administracion de una cantidad efectiva de un anticuerpo
anti-EGFL7 a un individuo que necesite dicho tratamiento.

En un aspecto, ia invencion ofrece métodos para ia inhibicion de Ia
angiogenesis. Los métodos consisten en la administracién de una cantidad
efectiva de un anticuerpo anti-EGFL7 a un individuo que necesite dicho
tratamiento.

En un aspecto, la invencion ofrece métodos para mejorar la eficacia de otro
agente anti-angiogénico. Los métodos consisten en la administracion de una
cantidad efectiva de un anticuerpo anti-EGFL7 a un individuo que necesite dicho
tratamiento. En algunas realizaciones, un individuo tiene un tumor, cancer y/o
desorden proliferativo de células. En algunas realizaciones, el otro agente anti-
angiogénicos se dirige a VEGF, por ejemplo, un anticuerpo anti-VEGF.

Se entiende que todo anticuerpo anti-EGFL7 idéneo que se utiliza en los
métodos de tratamiento, con la inclusién de los anticuerpos monocionales y
policlonales, un anticuerpo humano, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo
maduro de afinidad, un anticuerpo humanizado, y/o un fragmento de anticuerpo.
En algunas realizaciones, se utiliza cualquier anticuerpo anti-EGFL7 que se
describe en el presente para el tratamiento.

En cualquier de los métodos del presente, se puede administrar al sujeto o
paciente junto con el anticuerpo del presente, una cantidad efectiva de un segundo
medicamento (cuando el anticuerpo del presente es un primer medicamento), que
es otro agente activo que puede tratar la condicién en el sujeto que necesita el
tratamiento. Por ejemplo, un anticuerpo de la invenciéon puede co-administrarse
con otro anticuerpo, agente/s quimioterapéutico/s (con la inclusion de cocteles de
agentes quimioterapéuticos), agente/s anti-angiogénico/s, agente/s
inmunosupresor/es, citosinals, antagonista/s de la citosina, y/o agente/s
inhibidores del crecimiento. El tipo de dicho segundo medicamento depende de
varios factores, con la inclusién del tipo de desorden, la severidad de la
enfermedad, la condicién y edad del paciente, el tipo y dosis del primer
medicamento que se emplee, etc.
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Cuando un anticuerpo de la invencion inhibe el crecimiento tumoral, por
ejemplo, puede ser conveniente combinarlo con uno o mas agentes terapéuticos
que también inhiben el crecimiento tumoral. Por ejemplo, un anticuerpo de la
invencion puede combinarse con el agente anti-angiogénico, como un anticuerpo
anti-VEGF (por ejemplo, AVASTIN®) y/o anticuerpos anti-ErbB (por ejemplo
anticuerpo trastuzumab anti-HER2 HERCEPTIN® o un anticuerpo anti-HER2 que
se une al Dominio Il de HER2, como el anticuerpo anti-HERZ2 pertuzumab
OMNITARG™) en un esquema de tratamiento, por ejemplo, al tratar cuaiquiera de
las enfermedades que se describen en el presente, con la inclusion de cancer
colorrectal, cancer de pulmén, carcinoma hepatocelular, cancer mama y/o cancer
pancreatico. En algunos casos, las combinaciones anteriores pueden lograrse
utilizando un anticuerpo biespecifico. En forma alternativa, o adicionalmente, el
paciente puede recibir una terapia de radiacién combinada (por ejemplo,
irradiacion de rayos externa o terapia con un agente rotulado radioactivo, como un
anticuerpo). Las terapias combinas que se nombraron con anterioridad incluyen la
administracion combinada (en donde dos o mas agentes se incluyen en las
mismas formulaciones o formulaciones separadas), y la administracion por
separado, en cuyo caso, la administracion del anticuerpo de la invencién puede
ocurrir en forma previa, y/o luego de la administracion de la terapia o terapias
adjuntas. Ademas, se espera que la combinacion de un anticuerpo de la presente
invencién con un agente relativamente no citotdxico como otra molécula bioldgica,
por ejemplo, otro anticuerpo reduzca la citotoxicidad versus la combinacion del
anticuerpo con un agente quimioterapéutico de ofro agente que es altamente
toxico para las células.

El tratamiento con una combinacién del anticuerpo del presente con uno o
mas segundos medicamentos resulta preferentemente en una mejora de los
signos o sintomas del cancer. Por ejemplo, dicha terapia puede resultar en una
mejora en la supervivencia (supervivencia total y/o supervivencia de progresion
libre) relativa al paciente tratado sélo con un segundo medicamento (por ejemplo,
s0lo un agente quimioterapéutico), y/o puede resultar en una respuesta objetiva
*(parcial o completa, preferentemente completa). Ademas, el tratamiento con la
combinacién de un anticuerpo del presente y uno o mas segundos medicamentos,
resulta preferentemente en un aditivo, y mas preferentemente en un beneficio
sinergistico (o mas que aditivo), terapéutico para el paciente. Preferentemente, en

este método de combinacion el tiempo entre al menos una administracion del
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segundo medicamento y al menos una administracion del anticuerpo del presente
es de alrededor de un mes ¢ menos, mas preferentemente, alrededor de dos
semanas ¢ menos.

Para el tratamiento de canceres, el segundo medicamento es
preferentemente otro anticuerpo, agente quimioterapéutico (con la inclusion de
cOcteles de agentes quimioterapéuticos), agentes anti-angiogénicos, agente
inmunosupresor, profarmaco, citosina, antagonista de la citoquina, radioterapia
citotdxica, corticosteroide, vacuna contra el cancer anti-emética, agente analgésico
anti-vascular, y/o agente inhibidor del crecimiento. El agente citotoxico incluye un
agente que interactta con el ADN, los antimetabolitos, los inhibidores de la
topoisomerasa | o II, o el inhibidor del huso o agentes estabilizadores (por ejemplo,
preferentemente vinca alcaloide, mas preferentemente seleccionado de la
vinblastina, deoxivinblastina, vincristina, vindesina, vinorelbina, vinepidina,
vinfosiltina, vinzolidina y vinfunina), o cualquier agente que se utilice en
quimioterapia como 5-FU, un taxano, doxorubicina, o dexametasona.

En algunas realizaciones, el segundo medicamento es otro anticuerpo
utilizado para tratar canceres como aquellos que se dirigen contra el dominio
extracelular del receptor de HER2/neu, por ejemplo, trastuzumab, o uno de sus
fragmentos funcionales, el inhibidor de pan-HER, un inhibidor de Src, un inhibidor
de MEK, o un inhibidor de EGFR (por ejemplo, un anticuerpo anti-EGFR (como
uno que inhiba la actividad tirosina quinasa de EGFR), el cual es preferentemente
el anticuerpo monoclonal de ratén 225, su derivado quimérico de ratén-hombre
C225, o un anticuerpo humanizado que deriva de este anticuerpo 225 o agentes
naturales derivados, dianilinoftalimidas, pirazolo- o pirrolopiridoprimidinas,
quinazilinas, gefitinib, erlotinib, cetuximab, ABX-EFG, canertinib, EKB-569 y PKI-
166), o inhibidor de dual-EGFR/HER-2 como lapatanib. Los segundos
medicamentos adicionales incluyen alemtuzumab (CAMPATH™), FavlD (IDKLH),
anticuerpos CD20 con glicosilacién alterada, como GA-101/GLYCART™,
oblimersen (GENASENSE™), talidomida y sus andlogos, como lenalidomida
(REVLIMID™), imatinib, sorafenib, ofatumumab (HUMAX-CD20™), anticuerpo
anti-CD40, por ejemplo SGN-40, y anticuerpo anti-CD-80, por ejemplo galiximab.

El agente anti-emético es preferentemente hidrocloruro de ondansetron,
hidrocloruro de granisetron, metroclopramida, domperidona, haloperidol, ciclizina,
lorazepam, proclorperazina, dexametasona, levomepromazina, o tropisetron. La

vacuna es preferentemente GM-CSF ADN y vacunas a base de células, vacuna de
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células dendriticas, vacunas virales recombinantes, vacunas de proteinas de
choque termico (HSP), vacunas alogénicas o autdlogas contra tumores. El agente
analgésico es preferentemente el ibuprofeno, naxopreno, trisalicilato de magnesio
de colina, o hidrocloruro de oxicodona. El agente anti-vascular es
preferentemente bevacizumab, o rhuMAb-VEGF. Otros segundos medicamentos
incluyen agentes anti-proliferativos como inhibidores de la transferasa de la
proteina farnesil, inhibidores de anti-VEGF, inhibidores de p53, o inhibidores de
PDGFR. El segundo medicamento en el presente incluye también la terapia
biolégica dirigida como el tratamiento con anticuerpos asi como también una
terapia dirigida de moléculas pequefas, por ejemplo, contra ciertos receptores. '

Se han identificado muchos agentes anti-angiogénicos y son muy conocidos
en el area, con la inclusién de aquellos que se nombran en el presente, por
ejemplo, os que se listan bajo Definiciones, y por ejemplo, por Carmeliet and Jain,
Nature 407:249-257 (2000); Ferrara et al., Nature Reviews:Drug Discovery, 3:391-
400 (2004); and Sato Int. J. Clin. Oncol., 8:200-206 (2003). Véase también
Solicitud de Patente de los Estados Unidos N° US20030055006. En una
realizacion, el anticuerpo anti-EGFL7 se utiliza en combinacion con un anticuerpo
neutralizante anti-VEGF (o fragmento) y/u otro antagonista de VEGF o un
antagonista receptor de VEGF con la inclusién de, entre otros, un receptor de
VEGF soluble (por ejemplo, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, neuropilinas (por
ejemplo, NRP1, NRP2)) fragmentos, aptameros capaces de bloquear a VEGF o
VEGFR, anticuerpos neutralizantes anti-VEGFR, inhibidores de bajo peso
molecular de ﬁrosina quinasas de VEGFR (RTK), estrategias antisentido para
VEGF, ribozimas contra receptores de VEGF o VEGF, variantes antagonistas de
VEGF; y todas sus combinaciones. En forma alternativa, o adicionalmente, se
puede co-administrar en forma opcional dos © mas inhibidores de angiogénesis al
paciente ademas del antagonista de VEGF y otro agente. En ciertas realizaciones,
pueden administrarse uno 0 mas agentes terapéuticos. adicionales, por ejemplo,
agentes anti-cancer, en combinacién con e! anticuerpo anti-EGFL7, el antagonista
de VEGF, y un agente anti-angiogénesis.

Los agentes quimioterapéuticos Utiles en el presente se describen supra,
por ejemplo, en la definicion de “agente quimioterapéutico”.

Dichos segundos medicamentos pueden administrarse dentro de las 48
horas siguientes a la administracién de los anticuerpos del presente, o dentro de

las 24 horas siguientes, o dentro de las 12 horas siguientes o dentro de las 3-12
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horas siguientes a dicho agente, o pueden administrarse durante un periodo de
tiempo pre seleccionado, el cual es preferentemente alrededor de 1 a 2 dias.
Ademds, la dosis de dicho agente puede ser sub-terapéutica.

Los anticuerpos en el presente pueden administrarse en forma simultanea,
secuencial o alternando con el segundo medicamento o si no hubiera respuesta
con otra terapia. Por lo tanto, la administracion combinada de un segundo
medicamento incluye la co-administracion (administracion simultanea), mediante
formulaciones separadas o una dnica formulacion terapéutica, y la administracion
consecutiva en cualquier orden, en donde preferentemente hay un periodo de
tiempo mientras que ambos (o todos) los medicamentos ejercen en forma
simultanea sus actividades biolégicas. Todos estos segundos medicamentos
pueden utilizarse en combinacién con otros ¢ solos con el primer medicamento, de
manera que la expresion “segundo medicamento” tal como se utiliza en el
presente no significa que es el Onico medicamento aparte del primer
medicamento, respectivamente. Por lo tanto, el segundo medicamento no tiene
que se un medicamento, pero puede constituir o comprender mas de una droga.

Estos segundos medicamentos tal como se establecen en el presente se
utilizan generalmente en las mismas dosis y vias de administracion que los
primeros medicamentos, o alrededor del 1 al 99% de las dosis de los primeros
medicamentos. Si dichos segundos medicamentos se utilizan en forma completa,
se utilizan en cantidades menores que si el primer medicamento no estuviera
presente, especialmente en las dosis subsiguientes mas alla de las dosis iniciales
con el primer medicamento, a fin de eliminar o reducir los efectos secundarios
provocados.

La invencién también ofrece métodos y composiciones para inhibir o
prevenir {a reincidencia del crecimiento tumorai o la reincidencia del crecimiento de
células cancerigenas. La reincidencia del crecimiento tumoral o la reincidencia del
crecimiento de células cancerigenas se utiliza para describir una condicion en la
cual los pacientes que estan realizando o se tratan con una o mas terapias
actuales disponibles (por ejemplo, terapias contra el cancer, como la
quimioterapia, terapia de radiacién, cirugia, terapia hormonal y/o terapia
biologica/inmunoterapia, terapia de anticuerpos anti-VEGF, en particular un
régimen terapéutico estandar para el cancer especifico) no es adecuada en
términos clinicos para tratar los paciente o los paciente ya no reciben ninglin

efecto beneficioso de la terapia, de modo que los pacientes necesitan terapia
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efectiva adicional. Tal como se utiliza en el presente, la frase puede también
referirse a una condicién de paciente “sin respuesta/ resistente”, por ejemplo, que
describe a paciente que responden a la terapia pero sufren efectos secundarios,
desarrollan resistencia, no responden a la terapia, no responden en forma
satisfactoria a la terapia, etc. En varias realizaciones, un cancer es una recaida del
crecimiento tumoral © una reincidencia del crecimiento de células cancerigenas en
donde el numero células cancerigenas no se ha reducido en forma significativa o
ha aumentado, ¢ no se ha reducido el tamafio del tumor en forma significativa o ha
aumentado, o fracasa toda reduccidon del tamafo o cantidad de células
cancerigenas. La determinacidon de si las células cancerigenas son una
reincidencia del crecimiento tumoral o una reincidencia del crecimiento de las
células cancerigenas puede realizarse in vivo o in vitro mediante cualquier método
conocido en el area para probar la efectividad del tratamiento sobre las células
cancerigenas, mediante la utilizacién de los significados aceptados en el area de
“‘reincidencia" o “resistente” o “sin respuesta’ en dicho contexto. Un tumor
resistente a un tratamiento anti-VEGF es un ejemplo de reincidencia del
crecimiento tumoral.

L.a invencién ofrece métodos de bloqueo o reduccion de la reincidencia del
crecimiento tumoral o la reincidencia del crecimiento de células cancerigenas en
un sujeto mediante la administracion del anticuerpo anti-EGFL7 para bloquear o
reducir la reincidencia del crecimiento tumoral o la reincidencia del crecimiento de
células cancerigenas en el sujeto. En ciertas realizaciones, el antagonista puede
administrarse en forma subsiguiente a las otras terapias contra el cancer. En
ciertas realizaciones, el anticuerpo anti-EGFL7 se administra en forma simultanea
con la terapia contra el cancer. En forma alternativa o adicionalmente, la terapia
del anticuerpo anti-EGFL7 se alterna con otra terapia contra el cancer, y puede
realizarse en cualquier orden. La invencién también abarca métodos para la
administraciébn de uno o mas anticuerpos inhibidores para prevenir la aparicién o
recurrencia del cancer en pacientes propensos a tener cancer. En general, el
sujeto realizé o esta realizando al mismo tiempo una terapia contra el cancer. En
una realizacion, la terapia contra el cancer es un tratamiento con un agente anti-
angiogénesis, por ejemplo, un antagonista de VEGF. El agente anti-angiogénesis
incluye aquellos conocidos en el area y aquellos que se encuentran bajo las
definiciones del presente. En una realizacion, el agente anti-angiogénesis es un
anticuerpo o fragmento neutralizante anti-VEGF (por ejemplo, A4.6.1 humanizado,

g4
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AVASTIN® (Genentech, South San Francisco, CA), Y0317, M4, G6, B20, 2C3,
etc.). Vease por ejemplo, Patentes de los Estados Unidos 6.582.959, 6.884.879,
6.703.020; WQ98/45332; WO 96/30046;, W(Q94/10202; EP 0666868B1; Solicitudes
de Patentes de los Estados Unidos 20030206899, 20030190317, 20030203409, y
20050112126; Popkov et al.,, Journal of immunological Methods 288:149-164
(2004); y, W0O2005012359. Se pueden administrar agentes adicionales en
combinacién con un antagonista de VEGF y un anticuerpo anti-EGFL7 para
bloquear o reducir la reincidencia del crecimiento tumoral o la reincidencia del
crecimiento de células cancerigenas.

Los anticuerpos de la invencion (y agentes terapéuticos adjuntos) se
administran mediante los medios idéneos, con la inclusiéon de la administracién
parenteral, subcutanea, intraperitoneal, intrapulmonar, e intranasal, y, si se desea
para el tratamiento local, administracion intralesional. Las infusiones parentales
incluyen la administracion intramuscular, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal o
subcutanea. Ademas, los anticuerpos se administran en forma idénea mediante la
infusién de pulso, en particular, con dosis decrecientes del anticuerpo. Las dosis
pueden aplicarse mediante cualquier via idénea, por ejemplo, mediante
inyecciones, como inyecciones intravenosas o subcutaneas, lo cual depende en
parte de si la administracién es breve o cronica.

La ubicacidén de blanco de unién de un anticuerpo de la invencion puede
tomarse en cuenta en la preparacién y administracién del anticuerpo. Cuando el
blanco de unién es una molécula intracelular, ciertas realizaciones de la invencion
aseguran la introduccién del anticuerpo o fragmento de union al antigeno en la
célula en donde se encuentra el bianco de unidn. En una realizacion, un
anticuerpo de la invencion puede expresarse en forma intracelular como un
intracuerpo. El termino "ihtracuerpo," tal como se utiliza en el presente, se refiere
a un anticuerpo o su porcion de union a!l antigeno que se expresa en forma
intracelular y es capaz de unirse selectivamente a una molécula blanco, tal como
se describe, por ejemplo, en Marasco, Gene Therapy 4. 11-15 (1997);
Kontermann, Methods 34: 163-170 (2004); Patentes de los Estados Unidos Nros.
6.004.940 y 6.329.173; Solicitud de Patente de los Estados Unidos N°
2003/0104402, y Publicacion PCT N° WO02003/077945. Véase también, por
ejemplo, WO86/07321 publicado el 14 de marzo de 1996, acerca del uso de la
terpia de genes para generar anticuerpos intracelulares.

112
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La expresion intracelular de un anticuerpo puede efectuarse mediante la
introduccion de un acido nucleico que codifica el anticuerpo deseado o su porcion
de unidn al antigeno (que carece de la secuencia lider de tipo salvaje y las sefiales
secretoras que se asocian normaimente con el gen que codifica ese anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno) en una célula blanco. Pueden entregarse uno o
mas acidos nucleicos que codifican todo o una parte del anticuerpo de la invencién
a una célula blanco, de manera que uno o mas intracuerpos se expresan, los
cuales son capaces de unirse a un polipéptido blanco intracelular y modular la
actividad del polipéptido blanco. Puede utilizarse todo método estandar para
introducir acido nucleicos en una célula, con la inclusién de, entre oftros,
microinyeccién, inyeccidén balistica, electroporacion, precipitacion de fosfato de
calcio, liposomas, y transfeccion con vectores retrovirales, adenovirales, virales
adeno-asociados y de vacunas que portan el acido nucleico de interés.

En ciertas realizaciones, el acido nucleico (opcionalmente contenido en un
vector) puede introducirse en las células del paciente mediante métodos in vivo y
ex vivo. En un ejemplo de entrega in vivo, se inyecta el acido nucleico
directamente en el paciente, por ejemplo, en el sitio en donde se requiere
intervencion terapéutica. En otro ejemplo de entrega in vivo, el acido nucleico se
introduce en una célula mediante la transfeccion con vectores virales (como
adenovirus, virus Herpes simplex |, o virus adeno-asociados} y sistemas a base de
lipidos (los lipidos utiles para la transferencia del gen mediada por lipidos son
DOTMA, DOPE y DC-Chol, por ejemplo}. Para una resefia de ciertos protocolos
de marcado de genes y de terapia de genes véase Anderson et al., Science
256:808-813 (1992), y WO 93/25673 y las referencias que alli se citan. En un
ejemplo de tratamiento ex vivo, se extraen las células de un paciente, se introduce
acido nucleico en esas células aisladas, y se administran las células modificadas
al paciente en forma directa, o por ejemplo, encapsuladas dentro de membranas
porosas que se implantan en el paciente (véase por ejemplo, Patente de los
Estados Unidos Nros. 4.892.538 y 5.283.187). un vector que se utiliza
comunmente para la entrega ex vivo de un acido nucleico es un vector retrovirai.

En otra realizacién, se proveen los anticuerpos intemalizadores. Los
anticuerpos pueden poseer caracteristicas que mejoran la entrega de anticuerpos
en las células, o pueden modificarse para poseer dichas caracteristicas. Las
tecnicas para obtener esto son conocidas en el area. Por ejemplo, se conoce la
cationizacion de un anticuerpo para facilitar la absorcion en las células (véase por

11
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ejemplo, Patente de los Estados Unidos N° 6.703.019). Las lipofecciones o
liposomas pueden utilizarse también para entregar el anticuerpo a las células.
Cuando se utilizan los fragmentos del anticuerpo, el fragmento inhibidor mas
pequefio que se une especificamente a la proteina blanco puede ser ventajoso.
Por ejemplo, sobre la base de secuencias de regién variables de un anticuerpo,
puede diseharse moléculas de péptidos para mantener la habilidad de unir la
secuencia de proteina blanco. Dichos péptidos se pueden sintetizar en forma
quimica y/o producir mediante tecnologia de ADN recombinante. Véase, por
ejemplo Marasco et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 7889-7893 (1993).

La entrada de anticuerpos en las células blanco puede mejorarse mediante
métodos conocidos en el area. Por ejemplo, ciertas secuencias, como aquellas
que derivan de la proteina HIV Tat o de homodominio Antennapedia son capaces
de dirigir la absorcion eficiente de proteinas heterdlogas a través de membranas
celulares. Veéase por ejemplo, Chen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1999),
96:4325-4329.

Cuando el blanco de union de un anticuerpo se encuentra ubicado en el
cerebro, ciertas realizaciones de la invencion aseguran que el anticuerpo atraviese
la barrera hemato-encefalica. Existen varios enfoques conocidos en el 4rea para
transportar moléculas a través de la barrera hemato-encefalica, con la inclusidn
de, entre otros, métodos fisicos, métodos basados en lipidos, métodos basados en
células madre y métodos basados en receptores y canales.

Los métodos fisicos para transportar anticuerpos a través de la barrera
hemato-encefdlica incluyen, entre otros, la elusién completa de la barrera remato-
encefalica, o la creacién de aberturas en la barrera remato-encefalica. Los
métodos de elusion incluyen, ehtre otros, la inyeccion directa en el cerebro (véase
por ejemplo, Papanastassiou et al., Gene Therapy 9: 398-406 (2002)), infusién
intersticial/entrega de conveccion mejorada (véase, por ejemplo, Bobo et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 91: 2076-2080 (1994)), y la implantacion de un dispositivo en
el cerebro (vease, por ejemplo, Gill et al., Nature Med. 9: 589-595 (2003); y Gliadel
Wafers™, Guildford Pharmaceutical). Los métodos de creacion de aberturas en la
barrera incluyen, entre otros, ultrasonido (véase, por ejemplo, Publicacién de
Patente de los Estados Unidos N° 2002/0038086), presion osmética (por ejemplo,
mediante la administracién de manitol hipertonico (Neuwelt, E. A., Implication of
the Blood-Brain Barrier and its Manipulation, Vols 1 & 2, Plenum Press, N.Y.
(1989)), permeabilizacidon mediante, por ejemplo, bradikinina o permeabilizador A-
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7 (véase por ejemplo, Patente de los Estados Unidos Nros. 5.112.596, 5.268.164,
5.506.206, y 5.686.416), y la transfeccion de neuronas que ocupan la barrera
remato-encefalica con vectores que contienen genes que codifican al anticuerpo
(véase, por ejemplo, Publicacion de Patentes de los Estados Unidos N°
2003/0083299).

Los métodos basados en lipidos para transportar un anticuerpo a través de
la barrera hemato-encefélica incluyen, entre ofros, el encapsulamiento del
anticuerpo en liposomas que se acoplan a los fragmentos de unién del anticuerpo
que se unen a receptores en el endotelio vascular de la barrera remato-encefalico
(véase, por ejemplo, Publicacion de Patente de los Estados Unidos N°
20020025313}, y el recubrimiento del anticuerpo en particulas de lipoproteina de
baja densidad (véase, por ejemplo, Publicacién de Solicitud de Patente de los
Estados Unidos N° 20040204354) o apolipoproteinas E (véase por ejemplo,
Publicacién de Solicitud de Patente de los Estados Unidos N° 20040131692).

Los métodos basados en las células madre para [a transportacién de un
anticuerpo a través de la berrera hemato-encefalica implican el disefio genético de
células progenitoras neurales (NPCs) para expresar el anticuerpo de interés y
luego implantar las células madre en el cerebro del individuo a tratar. Véase
Behrstock et al. (2005) Gene Ther. La publicacién online adelantada del 15 de
diciembre de 2005 (que informa que las NPCs disefiadas genéticamente para
expresar el factor neurotréfico GDNF redujeron los sintomas de la enfermedad de
Parkinson cuando se implantan en los cerebros de modelos de roedores y
primates).

Los métodos basados en receptores y canales para transportar un
anticuerpo a través de la barrera hemato-encefalica incluyen, entre otros, la
utilizacién de bloqueadores de glucocorticoide para aumentar la permeabilidad de
la barrera remato-encefalica {véase por ejemplo, Publicacion de Solicitud de
Patente de los Estados Unidos Nros. 2002/0065259, 2003/0162695, vy
2005/0124533); activacion de canales de potasio (véase por ejemplo, Publicacion
de Solicitud de Patente de los Estados Unidos N° 2005/0089473), inhibicion de los
transportadores de droga ABC (véase por ejemplo, Publicacion de Solicitud de
Patente de los Estados Unidos N° 2003/0073713); recubrimiento de anticuerpos
con una actividad transferrina y moduladora de o los receptores de transferrina
(vease por ejemplo, Publicacién de Solicitud de Patente de los Estados Unidos N°
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2003/0129186), vy cationizacién de los anticuerpos (véase por ejemplo, Patente de
los Estados Unidos N° 5.004.697).

Los anticuerpos de la invencion se formularan, dosificaran y administraran
en un modo coherente con las buenas practicas médicas. Los factores de
consideracion en este contexto incluyen el desorden especifico que se trate, el
mamifero especifico que se trate, la condicion ¢linica del paciente, {a causa del
desorden, e! sitic de entrega del agente, el método de administracion, el
cronograma de administracion, y otros factores conocidos por los practicantes de
la medicina. No es necesario, pero opcionalmente el anticuerpo puede formularse
con uno o mas agentes que se utilizan en la actualidad para prevenir o tratar el
desorden en cuestion. La cantidad efectiva de dichos otros agentes depende de la
cantidad de anticuerpo presente en la formulacion, el tipo de desorden o
tratamiento, y otros factores que se discutieron con anterioridad. Estos se utilizan
generalmente en las mismas dosis o vias de administracion que se describen en el
presente, o alrededor de 1 al 99% de las dosis que se describen en el presente, o
en cualquier dosis © via que se considere apropiada en términos
empiricos/clinicos.

Para [a invencion o tratamiento de la enfermedad, la dosis apropiada de un
anticuerpo de la invencion (cuando se utiliza sola o en combinacién con uno o mas
agentes terapéuticos adicionales) dependera del tipo de enfermedad a tratar, el
tipo de anticuerpo, la severidad y curso de la enfermedad, si el anticuerpo se
administra con fines preventivos o terapéuticos, la terapia previa, la historia clinica
del paciente y respuesta al anticuerpo y el criterio de médico que lo trate. El
anticuerpo se administra en forma apropiada al paciente una sola vez o en una
serie de tratamientos. De acuerdo al tipo y la severidad de la enfermedad,
alrededor de 1 pg/kg to 15 mg/kg (por ejemplo. 0,1mglkg-10mglkg) de anticuerpo
puede ser una dosis inicial posible para la administracion al paciente, ya sea, por
ejemplo, mediante una 0 mas administraciones o mediante la infusidn continua.
Una dosis diaria tipica varia de desde 1 pg/kg a 100 mg/kg aproximadamente o
mas, de acuerdo a los factores que se mencionaron con anterioridad. Para las
administraciones repetidas a lo largo de varios dias 0 mas, de acuerdo a la
condicion, el tratamiento se mantendra en general hasta que ocurra la eliminacion
deseada de los sintomas de |la enfermedad. Un ejemplo de dosis del anticuerpo
puede encontrarse en el rango de 0.05 mg/kg a 10 mg/kg aproximadamente. Por

lo tanto, pueden administrarse al paciente una 0 mas dosis de 0.5 mg/kg, 2.0
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mg/kg, 4.0 mg/kg o 10 mg/kg aproximadamente (0 una combinacion de ellas).
Dichas dosis pueden administrarse en forma intermitente, por ejemplo cada una
semana o cada tres semanas (por gjemplo aquella que recibe un paciente de dos
a veinte, o por ejemplo seis dosis de anticuerpo aproximadamente). Puede
administrarse una dosis de carga mas alta inicial, seguida de una o mas dosis mas
bajas. Un ejemplo de un régimen de dosis comprende [a administracidn de una
dosis de carga inicial de 4 mg/kg aproximadamente, seguida de una dosis de
mantenimiento de alrededor de 2 mg/kg del anticuerpo. Sin embargo, otros
regimenes de dosis pueden ser Utiles. El progreso de esta terapia se monitorea

facilmente mediante técnicas y ensayos convencionales.

Métodos de Diagnostico y métodos de deteccion

Los anticuerpos anti-EGFL7 de la invencion son ltiles en ensayos que
detectan la expresion de EGFL7 (tales como diagnésticos o ensayos prognésticos)
en celulas o tejidos especificos en los qué los anticuerpos se rotulan tal como se
describe a continuacién y/o se inmovilizan en una matriz no soluble.

En otro aspecto, la invencion provee métodos para la deteccion del EGFLY.
Los metodos consisten en la deteccion del complejo del anticuerpo EGFL7-anti-
EGFL7 en la muestra. El término "deteccion” tal como se utiliza en el presente
incluye la deteccion cualitativa y/o cuantitativa (niveles de medicién) con o sin
referencia a un control.

En otro aspecto, la invencion provee cualquiera de los anticuerpos anti-
EGFL7 descriptos en la presente, en donde el anticuerpo anti-EGFL7 comprende
un rotulo detectable.

En otro aspecto, la invencion provee un complejo de cualquiera de los
anticuerpos anti-EGFL7 descriptos en la presente y EGFL7. En algunas
realizaciones, el complejo es in vivo o in vitro. En algunas realizaciones, el
complejo comprende una célula de cancer. En algunas realizaciones, el anticuerpo
anti-EGFL7 esta rotulado en forma detectable.

Los anticuerpos anti-EGFL7 (por ejemplo, cualquiera de los anticuerpos
EGFL7 descriptos en la presente) pueden utilizarse para la deteccion de EGFL7
en cualquiera de los métodos de ensayo de deteccidn conocidos.

Por ejemplo, se puede ensayar una muestra bioldgica EGFL7
mediante la obtencién de una muestra a partir de una fuente deseada, la adicion y

mezcla de la muestra con el anticuerpo anti-EGFL7 para permitir que el anticuerpo
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forme un anticuerpo/ complejo EGFL7 con cualquier EGFL7 presente en la
mezcla, y que forme un anticuerpo/complejo EGFL7 presente en la mezcia. Se
puede preparar la mezcla biolégica para el ensayo mediante métodos conocidos
que son idoneos para la mezcla especifica. Los métodos para agregar y mezclar la
muestra con los anticuerpos y los métodos para detectar anticuerpos/ complejo
EGFL7 se eligen segun el tipo de ensayo utilizado. Dichos ensayos incluyen
inmunohistoguimica, ensayos competitivos y sandwich, y ensayos de inhibicion
estérica. Para la preparacion de muestras, se puede utilizar una muestra de tejido
o de célula de un mamifero (tipicamente un paciente humano). Los ejemplos de
muestras incluyen, entre otros, células de cancer tales como de colon, mama,
prostata, ovario, pulmén, estdmago, pancreas, linfoma, y célula de cancer de
leucemia. También se puede medir el EGFL7 en suero. La muestra se puede
obtener mediante una variedad de procedimientos conocidos en el area que
incluyen, entre otros, la escicidn quirdrgica, la aspiraciéon o la biopsia. El tejido
puede ser fresco o congelado. En una realizacion, se fija la muestra y se la
embebe en parafina o material similar. La muestra del tejido puede fijarse (es
decir, preservarse) mediante un método convencional (Ver, por ejemplo, “Manual
of Histological Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology,” 3"
edicion(1960) Lee G. Luna, HT (ASCP) Editor, The Blakston Division McGraw-Hill
Book Company, New York; The Ammed Forces Institute of Pathology Advanced
Laboratory Methods in Histology and Pathology (1994) Ulreka V. Mikel, Editor,
Armed Forces Institute of Pathology, American Registry of Pathology, Washington,
D.C.). Un experto en la técnica apreciara que la eleccion de un fijador se
determine por el propésito para el cual la muestra se teira histolégicamente o se
analizara de otro modo. Un experto habitua! apreciard también que la extensién de
la fijacion depende del tamafio de la muestra del tejido y el fijador utilizado. A
modo de ejemplo, se puede utilizar formol neutral regulado, Bouin o
paraformaldehido para fijar una muestra. Generalmente, primero se fija la muestra
y luego se la deshidrata mediante una serie ascendente de alcoholes, infiltrados y
embebidos con parafina u otro medio de seccionamiento para que se pueda
seccionar la muestra del tejido. Como alternativa, se puede seccionar el tejido y
fijar las secciones obtenidas. A modo de ejemplo, se puede embeber la muestra
del tejido y procesarla en parafina mediante metodologia convencional. (Ver, por
ejemplo, “Manual of Histological Staining Method of the Armed Forces Institute of
Pathology”, supra). Algunos ejemplos de parafina que se puede utilizar incluyen,
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entre otros, Paraplast, Broloid, y Tissuemay. Una vez que la muestra del tejido
esté embebida, el tejido se puede seccionar mediante un micrétomo o similar (Ver,
por ejemplo, “Manual of Histological Staining Method of the Armed Forces Institute
of Pathology”, supra). A modo de ejemplo para éste procedimiento, las secciones
pueden variar de aproximadamente tres micrones a aproximadamente cinco
micrones de espesor. Una vez seccionada, se pueden adjuntar las secciones a
superficies mediante varios métodos estandar. Algunos ejemplos de adhesivos de
superficie incluyen, entre otros, silano, gelatina, poli-L-lisina y similares. A modo
de ejemplo, se pueden adjuntar las secciones embebidas con parafina a
superficies cargadas en forma positiva y/o supertficies cubiertas con poli-L-lisina. Si
se ha utlizado parafina como material para embeber, generalmente se
desparafinan las secciones de tejido y se las rehidrata en agua. Se pueden
desparafinar las secciones de tejido mediante varias metodologias convencionales
estandar. Por ejemplo, se pueden utilizar xilenos y una serie gradualmente
descendiente de alcoholes. (Ver por ejemplo, “Manual of Histological Staining
Method of the Armed Forces Institute of Pathology”, supra). En forma alternativa,
se pueden utilizar agentes de desparafinaciéon no organicos disponibles en los
comercios tales como Hemo-De7 (CMS, Houston, Texas).

Todos los métodos analiticos para EGFL7 utilizan uno o mas de los
siguientes reactivos: analogo de EGFL7 rotulado, andlogo de EGFL7
inmovilizado, anticuerpo anti-EGFL7 rotulado, anticuerpo anti-EGFL7 inmovilizado
y conjugados estéricos. Los reactivos rotulados también son conocidos como
"trazadores.”

El rétulo utilizado es una funcionalidad detectable que no interfiere con la
union del EGFL7 y el anticuerpo anti-EGFL7. Numerosos rotulos son conocidos
por su utilizacién en inmunoensayos, los ejemplos incluyen porciones que se
pueden detectar en forma directa, tales como fluorocromo, quimicoluminiscencia, y
rétulos radioactivos, asi como también porciones como enzimas, que deben ser
reaccionadas o derivadas para detectarlas.

El rotulo utilizado es cualquier funcionalidad detectable que no interfiere con
la unidn del EGFL7 y el anticuerpo anti-EGFL7. Numerosos rétulos son conocidos
por su utilizacion en inmunoensayos, los ejemplos incluyen porciones que se
pueden detectar en forma directa, tales como flucrocromo, quimicoluminiscencia, y
rotulos radioactivos, asi como también porciones como enzimas, que deben ser

reaccionadas o derivadas para detectarlas. Los ejemplos de dichos rotulos
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incluyen los radioisétopos **P, *C, "2, *H, y *'|, fluoroforos tales como quelatos
de tierras raras o fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, dansil,
umbeliferona, luceriferasas, por ejemplo, luciferasa de las luciérnagas y luciferasa
bacterial (Patente de Estados Unidos N.° 4.737.456), luciferina, 2 3-
dihidroftalazindiones, peroxidasa de rabano picante {(HRP, por sus siglas en
inglés), fosfatasa alcalina, B-galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, oxidasa de
sacarida, por ejemplo, oxidasa de glucosa, oxidasa de galactosa, y glucosa-6-
fosfato dehidrogenasa, oxidasas heterociclicas tales como uricasa y oxidasa de
xantina, acoplada con una enzima que emplea perdxido de hidrégeno para oxidar
un precursor de tefiido como HRP, lactoperoxidasa, o microperoxidasa,
biotina/avidina, rétulos de spin, rétulos de bacteriéfago, radicales libres estables, y
similares.

Los métodos convencionales estan disponibles para unir estos rétulos en
forma covalente a proteinas o polipéptidos. Por ejemplo, al acoplar agentes tales
como dialdehidos, carbodiimidas, dimaleimidas, bis-imidatos, bis-diazotizedo
benzidina, y similares se pueden utilizar para etiquetar los anticuerpos con los
rotulos fluorescentes, quimiluminiscentes y de enzimas antes descriptos. Ver, por
ejemplo, Patente de Estados Unidos. N.° 3.940.475 (fluorimetria) y 3.645.090
(enzimas), Hunter et al., Nalture, 144. 945 (1962); David et al., Biochemistry, 13:
1014-1021 (1974); Pain ef al., J. Immunol. Methods, 40: 219-230 (1981); y Nygren,
J. Histochem. and Cytochem., 30: 407-412 (1982). Los rétulos preferidos en la
presente son enzimas fales como la peroxidasa de rabano picante y fosfatasa
alcalina. La conjugacion de dicho rétulo, con la inclusion de enzimas, al anticuerpo
es un procedimiento manipulativo estdndar para un experto en técnicas de
inmunoensayos. Ver, por ejemplo, O'Sullivan et al., "Methods for the Preparation of
Enzyme-antibody Conjugates for Use in Enzyme Immunoassay,” en Methods in
Enzymology, ed. J.J. Langone and H. Van Vunakis, Vol. 73 (Academic Press, New
York, New York, 1981), pp. 147-166.

Se requiere la inmovilizacion de reactivos para ciertos métodos de ensayo.
La inmovilizacion implica la separacion del anticuerpo anti-EGFL7 de cualquier
EGFL7 que permanece libre en la solucién. Convencionalmente esto se logra
insolubilizando el anticuerpo anti-EGFL7 o an&logo de EGFL7 antes del
procedimiento del ensayo, tanto mediante la absorcidon a una matriz o superficie no
soluble en agua (Bennich et al., U.S. 3.720.760), mediante el acoplamiento

covalente (por ejemplo, con la unién cruzada de glutaraldehido), o insolubilizando
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el anticuerpo anti-EGFL7 o analogo de EGFL7, por ejemplo, mediante la
inmunoprecipitacion.

La expresidn de proteinas en una muestra se puede examinar mediante el
uso de protocolos de inmunohistoquimica y tincion. Se ha demostrado que la
tincion inmunohistoquimica de secciones de tejido es un método confiable para
evaluar o detectar la presencia de proteinas en una muestra. Las técnicas de
inmunohistoquimica (“IHC”) utilizan un anticuerpo para explorar y visualizar
antigenos celulares in situ, generalmente mediante métodos cromogénicos o
fluorescentes. Para la preparacion de muestras, se puede utilizar una muestra de
tejido o célula de un mamifero (tipicamente un paciente humano). Se puede
obtener la muestra mediante una variedad de procedimientos conocidos en el
area, ente otros, exicion quirdrgica, aspiracién o biopsia. El tejido puede ser fresco
o congelado. En una realizacion, se fija la muestra y se la embebe en parafina o
similar. La muestra del tejido puede fijarse (es decir, preservarse) mediante
metodos convencionales. Un experto apreciara que la eleccién de un fijador se
determine por el fin para el cual la muestra se tifie histolégicamente o se analiza.
Un experto apreciara también que la extension de la fijacion dependa del tamario
de la muestra del tejido y del fijador utilizado.

Se puede llevar a cabo la IHC junto con tecnicas adicionales como la tincién
morfologica y/o hibridacién flucrescente in-situ. Hay dos métodos generales de
IHC disponibles; ensayos directos e indirectos. Segin el primer ensayo, la unién
de un anticuerpo al antigeno blanco (por €|, EGFL7) se determina en forma
directa. Este ensayo directo utiliza un reactivo rotulado, tal como una etiqueta
fluorescente o un anticuerpo primario rotulado con enzimas, que se puede
visualizar sin interaccion adicional del anticuerpo. En un ensayo indirecto tipico,
los anticuerpos primarios no conjugados se unen al antigeno y luego un anticuerpc
secundario rotulado se une al anticuerpo primario. Cuando el anticuerpo
secundario se conjuga a un rétulo enzimatico, se agrega un sustrato cromogénico
o fluorogénico para brindar visualizacion del antigeno. La amplificacién de la sedal
ocurre debido a que varios anticuerpos secundarios pueden reaccionar con
diferentes epitopos en el anticuerpo primario.

El anticuerpo primario y/o secundario utilizado para la inmunohistoquimica
sera tipicamente rotulado con una porcion detectable. Hay disponibles numerosos

rétulos.
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Ademas de los procedimientos de preparacion de la muestra mencionados
anteriormente, se pueden desear tratamientos adicionales de la seccion del tejido
antes, durante o después de la IHC. Por ejemplo, se pueden llevar a cabo
métodos de recuperacion del epitopo, tales como el calentamiento de una muestra
del tejido en un buffer de citrato (véase, por ejemplo, Leong et al. Appl.
Immunohistochem. 4(3):201 (1996)).

Luego de una etapa de bloqueo opcional, la seccion del tejido se expone a
un anticuerpo primario por un pericdo de tiempo suficiente y bajo condiciones
apropiadas, para que ei anticuerpo primario se una al antigeno de proteina blanco
en la muestra de tejido. Las condiciones apropiadas para lograr esto se pueden
determinar mediante experimentacion de rutina. El alcance de la unién del
anticuerpo a la muestra se determina mediante el uso de uno de los rétulos
detectables, anteriormente mencionados. Preferentemente, el rétulo es un rotulo
enzimatico (por ejemplo, HRPO) que cataliza una alteracion quimica del sustrato
cronogénico como 3,3'-diaminobenzidina cromégena. Preferentemente el rétulo
enzimatico se conjuga al anticuerpo que une especificamente al anticuerpo
primario (por ejemplo, el anticuerpo primario es un anticuerpo policlonal de conejo
y el anticuerpo secundario es un anticuerpo anti-conejo de cabra).

Las muestras preparadas de este modo se pueden montar y cubrir. Luego
se determina la evaluacion de la superficie, por ejemplo se puede empiear la
utilizacién de un microscopio, o criterios de intensidad de tincién, utilizados en
forma rutinaria.

Otros meétodos de ensayo, conocidos como ensayos competitivos o
ensayos sandwich, estdn bien establecidos y son cominmente usados en la
industria de diagnésticos comerciales.

Los ensayos competitivos se basan en la habilidad de un anélogo de
EGFL7 trazador para competir con la muestra de prueba EGFL7 con una cantidad
limitada de sitios de unién al antigeno de anticuerpos anti-EGFL7. E| anticuerpo
anti-EGFL7 es generalmente insolubilizado antes o después de la competencia y
luego el trazador y el EGFL7 unido al anticuerpo anti-EGFL7 se separan del
trazador no unido y el EGFL7. Esta separacion se logra mediante la decantacion
(en donde se preinsolubilizd la parte a unir) o mediante la centrifugacion (en donde
se precipitd la parte a unir luego de la reacciéon competitiva). La cantidad de
muestra de prueba EGFL7 es inversamente proporcional a la cantidad de trazador

unido, tal como se mide por la cantidad de sustancia marcadora. Se preparan las
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curvas de respuesta de dosis con cantidades conocidas de EGFL7 y se comparan
con los resultados de las pruebas para determinar en forma cuantitativa la
cantidad de EGFL7 presente en la muestra de la prueba. Estos ensayos se llaman
sistemas ELISA cuando se utilizan las enzimas como los marcadores detectables.

Oftras especies de ensayos competitivos, llamados ensayo “homogéneo” no
requieren una fase de separacién. Aqui, se prepara un conjugado de una enzima
con el EGFLY y se lo utiliza para que cuando un anticuerpo anti-EGFL7 se una al
EGFL7, la presencia del anticuerpo anti-EGFL7 modifique la actividad de la
enzima. En este caso, el EGFL7 o sus fragmentos inmunolégicamente activos se
conjugan con un puente organico bifuncional a una enzima como la peroxidasa.
Se seleccionan los conjugados para su utilizacién con el anticuerpo anti-EGFL7
para que la unidén del anticuerpo anti-EGFL7 inhiba o potencie la actividad de la
enzima del rotulo. Este método per se es ampliamente practicado bajo el nombre
EMIT.

Los conjugados estéricos se utilizan en métodos de obstaculizacion estérica
para ensayos homogéneos. Estos conjugados se sintetizan mediante la unidén en
forma covalente de un hapteno de peso molecular bajo a un fragmento pequefic
de EGFL7, de manera que ese anticuerpo al hapteno no pueda unir, en forma
sustancial, el conjugado al mismo tiempo que el anticuerpo anti-EGFL7. Conforme
al presente procedimiento de ensayo, el EGFL7 presente en la muestra de prueba
se unira al anticuerpo anti-EGFL7, y de ese modo permitira que el anti-hapteno
una al conjugado, lo cual resultara en un cambio en el cardcter del conjugado
hapteno, por ejemplo, un cambio en la fluorescencia cuando el hapteno es un
fluoréforo.

Los ensayos sandwich son particularmente utiles para la determinacion de
los anticuerpos EGFL7 o anti-EGFL7. En ensayos sandwich secuenciales se
utiliza un anticuerpo anti-EGFL7 inmovilizado para absorber la muestra de prueba
EGFL7, se remueve la muestra de prueba mediante el lavado, se utiliza el EGFL7
unido para absorber un segundo anticuerpo anti-EGFL7 rotulado y luego se
separa el material unido del trazador residual. La cantidad de trazador unido es
directamente proporcional al EGFL7 de muestra de prueba. En ensayos sandwich
"simultaneos” no se separa la muestra de prueba antes de agregar el anti-EGF L?
rotulado. Un ensayo sandwich secuencial que utiliza un anticuerpo monocional
anti-EGFL7 como un anticuerpo y un anticuerpo policlonal anti-EGFL7 como el
otro es util al probar las muestras para EGFL7.
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Los anteriores son ejemplos de ensayos de deteccion para EGFL7. Otros
métodos desarrollados ahora o en adelante que utilicen el anticuerpo anti-EGFL7
para la determinacion de EGFL7 se incluyen dentro del alcance del presente, con
la inclﬁsién de los bioensayos descriptos en el presente.

En un aspecto, la invencién proporciona métodos para detectar (por ejemplo,
presencia, ausencia o cantidad de) un polinucledtido(s) (por ejemplo,
polinucledtidos EGFL7) en una muestra biolégica de un individuo, como un sujeto
humano. Se pueden emplear e incluir una variedad de métodos para detectar
polinucledtidos, por ejemple, RT-PCR, tagman, métodos de amplificacion,
micromatrices de polinucledtidos, y similares.

Los metodos para la deteccion de polinucledtidos (tales como ARNm) son
conocidos e incluyen, por ejemplo, ensayos de hibridacion mediante el uso de
sondas de ADN complementarias (tales como hibridacién in situ mediante el uso de
ribosondas EGFL7 rotuladas), Northern blot y técnicas relacionadas, y varios
ensayos de amplificacion de acido nucleico (como RT-PCR mediante la utilizacion de
cebadores complementarios especificos para el EGFL7, y otros métodos de
deteccion del tipo de amplificacién, como, por ejemplo, ADN ramificado, SPIA, Ribo-
SPIA, SISBA, TMA y similares).

Las muestras biolégicas de mamiferos se pueden ensayar en forma
conveniente, por ejemplo, EGFL7 ARNm con utilizacién de analisis Northern, dot
blot o PCR. Por ejemplo, los ensayos RT-PCR como ensayos PCR cuantitativos
se conocen en la técnica. En una realizacion ilustrativa de la invencion, un método
para detectar ARNm de EGFL7 en una muestra bioldgica consiste en la
produccion de ADNc a partir de la muestra mediante la transcripcidon reversa con
al menos un cebador; amplificacion del ADNc producido mediante el uso de un
polinucledtido de EGFL7 como cebadores de sentido y antisentido para amplificar
el ADNc del EGFL7 del mismo; y la deteccion de la presencia o ausencia del
ADNc de EGFL7 amplificado. Ademas, dichos métodos pueden incluir uno o mas
pasos que permiten determinar la cantidad (niveles) de ARNm de EGFL7 en una
muestra biologica (por ejemplo, mediante el examen simultaneo de los niveles y
un control comparativo de la secuencia de ARNm de un gen constitutivo como un
miembro de la familia de la actina). En forma opcional, se puede determinar la
secuencia del ADNc de EGFL7 amplificado.

Se pueden rotular las sondas y/o cebadores con un marcador detectable,

como por ejemplo, un radioisétopo, un compuesto fluorescente, un compuesto
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bioluminiscente, un compuesto quimicoluminiscente, quelante de meta! o enzima.
Dichas sondas y cebadores se pueden utilizar para detectar la presencia de
polinucledtidos de EGFL7 en una muestra y como un medio para detectar una
célula que expresa proteinas de EGFL7. Tal como entenderan los expertos
habilidosos, se pueden preparar varios cebadores y sondas diferentes (por ejemplo,
sobre la base de la secuencia provista en la presente) y utilizar en forma efectiva
para amplificar, clonar y/o determinar [a presencia, ausencia o cantidad de ARNm de
EGFL7.

Los meétodos opcionales de la invencién incluyen protocolos que comprenden
la deteccion de polinucleétidos, tales como polinucledtidc de EGFL7, en una
muestra de tejido o célula mediante tecnologias de micromatrices. Por ejemplo,
mediante el uso de micromatrices de acido nucleico, se transcriben en forma
reversa las muestras ARNm de control y prueba de muestras de tejido de control y
prueba, y se rotulan para generar sondas de ADNc. Luego se hibridizan ias
sondas a una matriz de acidos nucleicos inmovilizados en un soporte sdlido. La
matriz se configura de modo tal que la secuencia y la posicion de cada miembro
de la matriz se conozca. Por ejemplo, una selecciéon de genes que tienen potencial
para ser expresados en ciertos estados de la enfermedad pueden distribuirse en
un soporte sdlido. La hibridacién de una sonda rotulada con un miembro de la
matriz particular indica que la muestra de la que derivé la sonda expresa el gen. Ei
analisis de la expresion de un gen diferencial de un tejido enfermo puede ofrecer
informacion valiosa. La tecnologia de micromatriz utiliza técnicas de hibridacion de
acido nucleico y tecnologia informatica para evaluar el perfil de la expresion ARNm
de miles de genes dentro de un experimento Unico. (Ver, por ejemplo WO
01/75166 publicado el 11 de octubre de 2001; (Ver, por ejemplo, Estados Unidos
5.700.637, Patente de Estados Unidos 5.445.934, y Patente de Estados Unidos
5.807.522, Lockart, Nature Biotechnology, 14:1675-1680 (1996); Cheung, V.G. et
al., Nature Genetics 21(Suppl):15-19 (1999) para una discusién de fabricacion de
matrices). Las micromatrices de ADN son matrices miniatura que contienen
fragmentos de genes que estan sintetizados en forma directa o tefiidos en vidrio u
otros sustratos. Usualmente se representan miles de genes en una Unica matriz.
Un experimento de micromatriz tipico incluye las siguientes etapas: 1. preparacion
de blancos rotulados fluorescentes de ARN aislado de la muestra, 2. hibridacién
del blanco rotulado a la micromatriz, 3.lavado, tincion, y escaneo de la matriz, 4.

analisis de la imagen escaneada y 5. generacién de perfiles de expresién de gen.
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En la actualidad, se estan utilizando dos tipos principales de micromatrices de
ADN: matrices de oligonuclettidos (usualmente 25 a 70 mers) y matrices de
expresion de gen que contienen productos PCR preparados a partir de ADNc. Al
forma una matriz, los oligonucledtidos pueden estar tanto prefabricados y
colocados en la superficie o directamente sintetizados sobre la superficie (in situ).
El sistema Affymetrix GeneChip® es un sistema de micromatriz disponible
en los comercios que comprende matrices fabricadas mediante la sintesis directa
de oligonucledtidos en una superficie de vidrio. Matrices de Sonda/Gén:
Oligonucieétidos, usualmente 25 mers, estan sintetizadas en forma directa en una
oblea de vidrio mediante una combinacidn de fotolitografia basada en
semiconductores y tecnologias de sintesis quimica de fase sélida. Cada matriz
contiene hasta 400.000 oligos diferentes y cada oligo esta presente en millones de
copias. Debido a que las sondas oligonucledtidos se sintetizan en ubicaciones
conocidas en la matriz, los patrones de hibridacion e intensidades de sefal
pueden interpretarse en términos de identidad génica y niveles de expresion
relativos mediante el software de Affymetrix Microarray Suite. Cada gen es
representado en la matriz mediante una serie de sondas oligonucleédtidas
diferentes. Cada par de sondas consiste en un oligonucleétido de unién perfecta y
un oligonucleétido imperfecto. La sonda de unién perfecta tiene una secuencia
exactamente complementaria al gen particular y por lo tanto mide la expresion del
gen. Esta sonda imperfecta difiere de la sonda de union perfecta por una
sustitucion de base en la posicion de base del centro, y de ese modo perturba la
unidbn de la transcripcion del gen blanco. Esto ayuda a determinar los
antecedentes y la hibridacion no especifica que contribuye a la sefial medida para
el oligo de unidon perfecta. El software de Microarray Suite sustrae las intensidades
de hibridacion de las sondas imperfectas de aquellas de las sondas de union
perfecta para determinar el valor de intensidad absoluto o especifico para cada par
de sondas. Las sondas se elijen en base a informacién actual del GenBank® y
otros repositorios de nucleotidos. Se cree que las secuencias reconocen regiones
Unicas del extremo de 3’ del gen. Se utiliza un GeneChip® Hybridization Oven
(horno “rotisserie”) para llevar a cabo la hibridacién de hasta 64 matrices al mismo
tiempo. La estacion de fluidicos realiza el lavado y tefiido de las matrices de
sonda. Esta completamente automatizada y contiene cuatro modulos que
contienen cada uno una matriz de sonda. Cada modulo es controlado en forma

independiente mediante el software Microarray Suite mediante protocolos fluidicos
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preprogramados. El escaner es un escaner fluorescente laser confocal que mide la
intensidad de fluorescencia emitida por el ARNc rotulado unido a las matrices de
sonda. La estacion de trabajo de la computadora con software Microarray Suite
controla [a estacion fluidica y el escaner. El software del Microarray Suite puede
controlar hasta ocho estaciones fluidicas por medio de la hibridacién
preprogramada, lavado, y protocolos de tincién para la matriz de sonda. El
software también adquiere y convierte datos de intensidad de hibridacién en un
llamado de presencia/ausencia para cada gen mediante algoritmos idéneos.
Finalmente, el software detecta cambios en la expresion génica entre
experimentos mediante analisis de comparacién y formatea el resultado en
archivos .txt, que se pueden usar con otros programas de software para posterior
analisis de datos.

En algunas representaciones, el tratamiento es para un cancer
seleccionado del grupo que consiste de cancer colorrectal, cancer de pulmén,
cancer de ovarios, cancer de pituitaria, cancer de pancreas, fibroadenoma
mamario, cancer de prostata, carcinoma de células escamosas de cabeza y
cuello, sarcoma de tejidos blandos, cancer de mama, neuroblasomas, melanoma,
carcinoma de mama, cancer gastrico, cancer colorrectal (CRC), carcinoma
epitelial, cancer de cerebro, céncer endometrial, cancer de testiculo,
colangiocarcinomas, carcinoma de vesicula, y carcinoma hepatocelular.

En el presente se describen las muestras bioldgicas, por ejemplo, en la
definicidén dé Muestra Biolégica. En alguna realizacién, la muestra biologica es
suero o de un tumor.

Articulos de Fabricacion

En otro aspecto de la invencion, se suministra un articulo de fabricacién que
contiene materiales (tiles para el tratamiento, prevencion y/o diagnostico de los
desordenes descriptos anteriormente. El articulo de fabricacion comprende un
contenedor y un rétulo o un prospecto en el contenedor o asociado con el mismo.
Los contenedores idéneos incluyen, por ejemplo, botellas, ampollas, jeringas, etc.
Los contenedores se pueden formar a partir de una variedad de materiales tales
como vidrio o plastico. El contenedor posee una composicidn que es eficiente por
si misma, o combinada con otra composicion(es) para el tratamiento, prevencién
y/o diagnostico de la condicion y pueden tener un puerto de acceso estéril (por
ejemplo, el contenedor puede ser una bolsa de solucion intravenosa o una ampolla

que tiene un tapon perforable mediante una aguja de inyeccidn hipodérmica). Al
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menos un agente activo en la composiciéon es un anticuerpo de la invencién. El
rotulo o el prospecto indican gue la composicién se utiliza para tratar la condicién
de eleccién, como el cancer. Ain mas, el articulo de manufactura puede consistir
en (a} un primer contenedor con una composicién contenida en el mismo, en
donde la composicién comprende un anticuerpo de la invencién; y (b) un segundo
contenedor con una composicion contenida en el mismo. El articulo de
manufactura |la presente realizacion de la invencién puede también comprender un
prospecto que indica que se puede utilizar la primera y la segunda composicién de
anticuerpos para tratar una condicion particular, por ejemplo, cancer. En forma
alternativa, o adicional, el articulo de fabricacion puede también comprender un
segundo (o tercer) contenedor que comprende un buffer farmacéuticamente
aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyecciones (BWFI), solucién salina
regulada con fosfato, solucion Ringer y solucién dextrosa. También puede incluir
otros materiales que pueden desear el comerciante y el usuario, con la inclusién
de buffers, diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

Los siguientes son gjemplos de los métedos y co;nposiciones de la invencion.
Se comprende que se pueden practicar varias otras realizaciones, dada la descripcién
general provista con anterioridad.

EJEMPLOS

Se utilizaron reactivos disponibles en los comercios a los que se hace
referencia en los Ejemplos, conforme a las instrucciones del fabricante, excepto
indicacién en contrario.

Eiemplo 1: Generacién de anticuerpos mu4F 11 humanizados

El presente ejemplo muestra la humanizaciéon del anticuerpo 4F11 murino
(mu4F11) dirigido contra EGFL7. Los nameros de residuo son conforme a Kabat
(Kabat et al,, Sequences of proteins of immunological interest, Sta Ed., Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)). Se utilizan
abreviaturas de aminoacidos de una unica letra.

Materiales y Métodos

Se expresaron EGFL7 humano de longitud completa y una forma truncada
de EGFL7 humano (residuos 1-182) que contienen los dominios EMI y 2 EGF (sin
los 2 dominics de doble alfa hélice) en células CHO y se purificaron mediante
medios convencionales (Figura 1). Los péptidos que contienen el epitope 4F11 en
EGFL7 llamados p2 (RPRYACCPGWKRT; SEC ID N% 5) y EMI2
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(PARPRYACCPGWKRTSGLPGACGAAICQPP; SEC ID N° 4) se realizaron
sintéticamente.

Un hibridoma que expresa el anticuerpo 4F11 murino se obtuvo mediante la
inmunizacién de los ratones knockout Egfi7 con proteina de EGFL7 recombinante
humano de extension completa expresadas en E. coli y se replegaron. Se
monitorearon los anticuerpos con ELISA a través de placas recubiertas de EGFL7
humano o murino recombinante. Se identificé un panel de anticuerpos de bloqueo
de funciones por su habilidad para bloquear la adhesion HUVEC a las placas
recubiertas de EGFL7. Se identificaron varios anticuerpos como anticuerpos con
funcién de bloqueo de especies cruzadas, con la inclusién de una designada 4F11
(Ver la Solicitud de Patente Internacional WO 2007/106915, presentada el 16 de
marzo de 2007 y publicada el 20 de septiembre de 2007).

Clonaciéon de dominios variables 4F11 murino y generacién de un
anticuerpo 4F11 quimérico Se extrajo el ARN total de las células de hibridoma
que producian 4F11 mediante el usc de métodos estandar. Se amplificaron los
dominios de variable liviana (VL) y variable pesada (VH) mediante el uso de RT-
PCR con cebadores degenerativos a las cadenas pesadas y livianas. Los
cebadores directos eran especificos para la secuencia del aminoacido N- terminal
de las regiones VL y VH. Respectivamente, los cebadores inversos LC y HC se
designados para alinearse a una regién en el dominio liviano constante (CL) y el
dominio 1 pesado constante (CH1), que estan altamente conservados entre las
especies. Se clonaron VL y VH amplificados en vectores de expresién mamifera
para generar un anticuerpo ch4F11 quimérico. Se determiné la secuencia del
polinucledtido de las inserciones mediante métodos de secuenciamiento de rutina.

Injertos directos de region hipervariable en el marco consenso
humano aceptamte - E| fagémido utilizado para este trabajo es un vector de
muestra Fab-g3 y consiste de 2 marcos de lectura abiertos bajo el control de un
promotor phoA unico. El primer marco de lectura abierto consiste en la secuencia
de sefal stll fusionada con los dominios VL y CH1 de la cadena liviana del
aceptante y el segundo consiste en la secuencia de senal stll fusionada con los
dominios VH y CH1 de la cadena pesada del aceptante, seguida por la proteina
P3 de capa de fago menor.

Para realizar los injertos de CDR, se injertaron las regiones hipervariables
del mud4F11 en los marcos aceptantes de consenso hulll para generar el injerto
CDR directo (4F11.vt) (Figuras 2 y 3). En el dominio VL se injertaron las
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siguientes regiones al aceptante de consenso humano: posiciones 24-34 (L1; SEC
ID N°: 31), 50-56 (L2; SEC ID N°: 32) y 89-97 (L3; SEC ID N° 33). En el dominio
VH se injertaron las posiciones 26-35 (H1, SEC ID N 34), 49-65 (H2; SEC ID N°:
35) y 95-102 (H3; SEC ID N°: 36). MacCallum et al. (MacCallum et al. J. Mol. Biol.
262: 732-745 (1996)) han analizado las estructuras de cristal complejas del
antigeno y del anticuerpo y descubrieron que la posicién 49 de la cadena pesada
es parte de la region de contacto, por lo tanto resulta razonable incluir esta
posicidén en la definicién de CDR-H2 ai humanizar los anticuerpos.

Se generd 4F11.v1 mediante la mutagénesis de Kunkel tanto como un Fab
exhibido en un fago y como un IgG que utiliza oligonucledtidos separados para
cada regién hipervariable. Se identificaron clones correctos mediante el
secuenciamiento de ADN.

Interruptor de Marco - Para identificar las posiciones del marco
importantes para la unién, se generd una genoteca de fago de interruptor de
marco para ofrecer tanto el aminoacido murino como humano en la posicion 4 en
VL, y en las posiciones 2, 48, 69, 71, 73, 75, 76, 78 y 91 en VH. Estas posiciones
se diversificaron tal como lo muestra la Figura 4, mediante la mutagénesis de
Kunkel, mediante la utilizacion de 5 oligonucleétidos para mutar 4F11.v1 que se
utilizé como patrén.

Randomizacion de las regiones hipervaribles — La diversidad de
secuencia se introdujo en posiciones en las regiones hipervariables mediante la
mutagénesis de Kunkel. Para generar una genoteca de posicién Gnica (SPL), se
distribuy6 en forma aleatoria cada posicion en la region hipervariable a todos los
20 posibles aminoacidos mediante la utilizacion de oligonucleétidos que codifican
NNS. Esto resulté en 76 sub genotecas, cada una con una diversidad de 20 que
se combinaban en una “genoteca de posicién Gnica” (SPL) que abarcaba variantes
con una unica mutacién ubicada dentro de las regiones hipervariables. Las seis
plantillas que se utilizaron para la mutagénesis tienen un codon de stop (TAA) en
el medio del CDR L1, L2, L3 H1, H2 o H3 para evitar la reseleccién de la
secuencia de tipo salvaje. Al generar la SPL, los oligonucleétidos utilizados para
introducir diversidad también repararon el coddén de stop en la plantilla
correspondiente.

Para las genotecas limitadas, se incorporaron 4 oligonucledtidos en forma
simultanea que repararon los codones de stop (TAA) e introdujeron NNS en las
posiciones 53 y 54 en CDR-L2, 29 n CDR-H1, 52 en CDR-H2 y 98 en CDR-H3.



123

Generacion de genotecas de fago — Los oligonucleétidos disefiados para
introducir diversidad en las posiciones de marco © regiones hipervariables
descriptas anteriormente, fueron fosforilados en forma separada en reacciones de
20 pl que contienen 660 ng de oligonuceldtidos, 50 mM Tris pH 7,5, 10 mM
MgCl, 1 mM ATP, 20 mM DTT, y 5 U polinucleétido quinasa durante 1 hora a
37°C.

Para generar el interruptor del marco o genoctecas limitadas se agregaron
todos los oligonucleétidos fosforilados direccionados para introducir diversidad en
forma simultdnea a la reaccidon de mutagénesis. Para la SPL, se realizaron 76
reacciones de mutagénesis de Kunkel individuales en 96 placas de pocillo PCR.
De las reacciones de oligonucleétidos fosforilados (anteriores), se agregaron 2 pl a
una plantilla Kunkel de 300 ng que contiene el codén de stop correspondiente en
50 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgCl> en un volumen fina! de 10 pl. La mezcla se
recoci6 a 90°C durante 2 min, 50°C durante 5 min y luego se la enfrio en hielo. La
plantilla recocida se rellené luego agregandole 0,5 pl 10 mM ATP, 0,5 pl 10 mM
dNTPs (10 mM cada dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 1 ul 100 mM DTT, 1 pl 10X TM
buffer (0,5 M Tris pH 7,5, 0,1 M MgCly), 80 U T4 ligasa, y 4 U T7 polimerasa en un
volumen total de 20 yl durante 2 h a temperatura ambiente. Estos productos que
se rellenaron y ligaron, luego se transformaron en XL1-Blue celular, cultivadas en
0,5 ml de 2YT con 5 pg/ml de tetraciclina y fago ayudante M13/KO7 (MOl 10)
durante 2 hr a 37°C y luego se junt6é y transfiri6 a 500 ml 2YT con 50 ug/ml
carbenicilina y se cultivaron 16 horas a 37°C.

Selecciones de fago — Se utilizaron multiples formas de antigeno para las
selecciones de fago. Se inmovilizaron (5 pg/ml) de ESFL7 de extensiéon completa
o truncados en 50 mM de bicarbonato de sodio pH 9,6 en placas de microtitulacién
MaxiSorp™ (Nunc) durante toda la noche a 4°C. EMI2 y péptidos p2 fueron
también biotinilados tanto a través de su cisteina libre (mediante la utilizacién de
maleimida PEO;-biotina; Pierce) o a través de la amina libre en su término amino
(mediante la utilizacién de NHS-LC-biotina, Pierce). Para las reacciones de
biotinilacién, se utilizé un reactivo de biotina de doble exceso molar en PBS. Se
capturaron EMI2 biotinilados y péptidos p2 en NeutrAvidin® (2 pg/ml) que se
habian inmovilizado en 50 mM de bicarbonato de sodic pH 9,6 en placas de
microtitulacién MaxiSorp™ (Nunc) durante toda la noche a 4°C. Se bloguearon

todas las placas durante al menos 1 hora mediante Blocker™ Casein (Pierce).
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Su extrajeron fagos de las particulas flotantes del cultivo y suspendieron en
PBS con 5 % de leche en polvo y 0,05 % Tween™ 20 (PBSBT). Luego del
agregado de la genoteca de fago y 1 hora de incubacion, los pocillos de
microtitulacion se lavaron en forma cuidadosa con PBS con 0,05 % Tween™ 20
(PBST) y se eluyod el fago unido mediante la incubacién de pocillos con 20 mM
HCI, 500 mM KCI durante 30 min. Los fagos eluidos se neutralizaron con 1 M Tris,
pH 8 y amplificaron con células XL1-Blue y fagos ayudantes M13/KO7 y se
cultivaron durante la noche a 37°C en 2YT, 50 pg/ml carbenicilina. Las titulaciones
de fago eluidas de un pocillo contenedor del blanco se compararon con las
titulaciones del fago recuperado de un pocillo que no contiene el blanco para
evaluar el enriquecimiento.

Se aumentd la exigencia de la seleccidon tanto mediante la capturacién de
fago que llevd a la disminucién de concentraciones de péptidos p2 biotinilado en
una solucién, seguido por la captura en NeutrAvidin® durante 10 min (dentro de la
seleccién del indice) y mediante el aumento del tiempo de lavado y la temperatura
para permitir que los fagos de unién se laven (seleccidon de tasa de disociacion).

Produccioén de 1gG ~ A los fines del monitoreo, las variantes de IgG se
produjeron en forma inicial en 293 células. Los vectores con codigos VL y VH (25
Hg) se transfectaron en 293 células mediante el sistema FUGENE®. Se mezclaron
500 ul de FUGENE® con 4,5 ml de medio DMEM que no c¢ontiene FBS y se incubd
a temperatura ambiente durante 5 min. Se agregé cada cadena (25 pg) a esta
mezcla y se incubd a temperatura ambiente durante 20 min y luego se transfirid a
cinco matraces T-150 para la transfeccién durante la noche a 37°C en 5% CO,. Al
dia siguiente, el medio que contenia la mezcla de tfansfeccién se extrajo y
reemplazé con 23 ml de medio PS04 con 0,1 ml/L de elementos de rastreo
(A0934) vy 10 mg/L insulina (A0940). Se incubaron las células por un periodo
adicional de 5 dias luego del cual el medio se cultivé a 1000 rpm durante 5 min y
se esterilizd mediante un filtro de unidbn de proteinas bajo de 0,22 ym. Las
muestras se pueden almacenar a 4°C luego de agregar 2,5 ml 0,1% PMSF por
cada 125 ml de medio.

Determinaciones de Afinidad —Las determinaciones de afinidad se
llevaron a cabo mediante una resonancia de plasmén superficial mediante un
BlAcore™-2000. Se inmoviliz6 el EGFL7 fruncado o el péptido p2
(aproximadamente 50 — 200 RU) en 10 mM de acetato de sodio pH 4,8 en un chip
de sensor CM5. Se inyectaron variantes purificadas de 1gG (mediante una dilucién
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serial doble de 0,5 a 1000 nM en PBST) a una velocidad de flujo de 30 pL/min. Se
analizd cada muestra con una asociacion de 3-minutos y una disociacion de 3,5
minutos. Luego de cada inyeccion se regenerd el chip mediante 10 mM glicina pH
1.7.

La respuesta de unién se corrigié mediante la sustraccién de una célula de
flujo de control de las células de flujo variante IgG. Se utilizé un modelo A 1:1
Languir de prueba simultanea de kon ¥ ko para los analisis cinéticos.

Ensayo de Adhesion de Célula — Se recubrio el EGFL7 de raton
(mMEGFL7-CB-His) o EGFL7 humano (EGFL7-CB-His) en placas de microtitulacion
a 5 pg/ml en buffers de carbonato de sodio O/N a 4°C y luego se bloquearon con
1% BSA en PBS. Se agregaron los anticuerpos anti-EGFL7 (0,01 pg/ml a 100
Mg/ml), seguido de la adicién de 20.000 Células Endoteliales de Cordén Umbilical
Humano (HUVEC)/pocillo en un medio de crecimiento de célula idéneo (EGM
Lonza). Se sembraron las células de control en pocillos sin anticuerpo para
calcular el 100% de las células sembradas. Cada concentracion de anticuerpo se
examind por triplicado. Las placas se giraron durante 5 min a 140 g para
sincronizar el contacto de las células con el sustrato y luego se incubaron en una
incubadora de CO; durante 30 min y se lavaron 3 veces con PBS. Las células que
se adhirieron a las placas se contaron mediante la utilizacion de CyQUANT®
(Sondas Moleculares) y se calcularon como porcentaje del total de las células
colocadas en placas. Los porcentajes de células que se unen a la placa se
graficaron en relacién con las concentraciones de cada anticuerpo.

Resultados y Explicacion

Humanizacion de 4F11 — El marco aceptante humano utilizado para la
humanizacién de mu4F11 se basa en el dominio VL kappa | de consenso humano
y el dominio VH de subgrupo !ll de consenso humano. Cada regién determinante
de complementaridad (CDR) para mu4F11 se identifico e injertd en el marco
humano para generar un injerto CDR (4F 11. VI) que se puede exhibir como en Fab
en fago (Figuras 2 y 3).

Evaluacion de Antigeno para la seleccion de fago — El epitopo 4F11 del
EGFL7 se mape6 para el segundo dominio EMI y especificamente a un péptido p2
que utiliza un analisis Western blot (Figura 1 y 5). Se observd la exhibicion de
fago de 4F11.v1 unido al EGFL7 de extensién completa y truncado, pero también
se observo una unién de fago no especifica utilizando un control de fago (Figura
6). Por este motivo, se utilizaron los péptidos p2 y EMI2 que bloguean el 4F11 que
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se une al EGFL7 truncado para las selecciones de fago. Los péptidos fueron
biotinilados mediante cisteina libre para generar p2S y EMI2¢ (usando maleimida
PEOs-biotina; Pierce) o mediante la amina libre en su término de amino para
generar p2N y AMI2n (mediante NHS-LC-biotina, Pierce). Para evaluar la union,
se capturaron péptidos biotinilados en pocillos de microtitulacién cubiertos con
NeutrAvidin®. Se usd 1a exhibicion de fago del 4F11.v1 para evaluar la unién a
péptidos EMI2 y 02 biotinilados. Se unié el fago 4F11.v1 al mejor p2S (Figura 7).
La cantidad de fago capturada fue mayor cuando se utilizé una concentracion de
50 nM de peéptido biotinilado para unirse al pocillo cubierto de NeutrAvidin®.

Posiciones de marco de monitoreo — La genoteca de interruptor del
marco se paneé durante 4 rondas de seleccion sobre el péptido biotinilado p2S
inmovilizado. El analisis de secuencia de ADN de 96 clones de la Ultima ronda se
utilizé para evaluar la importancia del amino acido, en base a la abundancia, en
cada posicion de interruptor (Figura 8). La abundancia de aminoacidos con
anterioridad y luego de 4 rondas de seleccién sugirié gue el reemplazo de L78 con
Thr (L78T) o Val (L78V) podria llevar a una mejora de la union.

Anélisis de posiciones CDR — Para identificar la cantidad de mejoras, se
generaron las Genotecas de Posicién Unica mediante la utilizacion de 3 marcos: el
injerto CDR inicial (4F11.v1), 4F11.v1 con L78T (4F11.v2), y 4F11.v1 con L78V
(4F11.v3). Para cada SPL, cada posiciSn en cada CDR se distribuy6
individualmente en forma aleatoria a todos los aminoacidos posibles (un total de
76 genotecas, cada una con 20 miembros, reunidos en una sola SPL para cada
marco). Se utilizaron seis plantillas de ADN 4F11.v1 (que contienen codones de
stop en los CDRs apropiados) para generar las tres SPLs. Se introdujo el cambio
de marco en la posicion 78 en VH durante la generacién de la SPL mediante el
uso de codificacion de oligonucledtidos mutagénicos para el cambio de marco
apropiado (L78V o L78V). Por lo tanto, las posiciones CDR individuales y del
marco mutaron en forma simultanea. Se panearon las SPLs en péptido p2S
soluble que se capturd mediante NeutrAvidin® inmovilizado, tal como lo muestra la
Tabla 1:

NS
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Tabla 1. Condiciones de Seleccion de Fagos SPL

Seleccion Kon Seleccidon Koff
Antigeno Tiempo de Exceso de Captura
Unién Péptidos

Ronda 1 P2S 1 hora Ninguno -
inmovilizado(50
nM en
NeutrAvidin®)

Ronda 2 p2S 1 hora Ninguno -
inmovilizado
(50 nM en
NeurAvidin)

Ronda 3 20 nM p2S en 30 min 3 horas 10 min
solucion

Ronda 4 5 nM p2S en 30 min 4,5 horas; 10 min
solucion 37°C

Ronda b 10 nM p2S en 20 min 70 horas; 10 min
solucion 37°C

La rigurosidad de seleccion aumenté gradualmente mediante la reduccion
de la concentracion de peéptido psS, la reduccién del tiempo asignado para la
unién y el aumento del tiempo de lavado y la temperatura. El mayor recupero de
fagos durante las vltimas 3 rondas de seleccion se observé con SPLs basados en
4F11.v2 y 4F11.v3.

Se recolectaron clones de la Ultima ronda para un analisis de la secuencia
de ADN. Se identificaron cambios de secuencia individual en cada CDR (Figura
9). Los clones SPL mas abundantes tuvieron cambios en VL en la posicion N53Y
en CDR-L2. Los cambios que aparecieron con mas frecuencia y en mas de una
SPL se incorporaron en 4F11.v3. Estas variantes (.v4 a través de .v12), el injerto
4F11 (.v1) y los cambios en el marco VH (4F11.v2 y 4F11.v3), se expresaron
como 1gG, purificado y examinado para la unién al p2S inmovilizado con Biacore y
mediante el Ensayo de Adhesion de Célula (Tabla 2). La inhibicion mas débil de
adhesion de célula que se observo para 4F11.v6 y 4F11.v10 en comparacién con
mu4F11 indicé que se deseaban mas mejoras de afinidad.
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Tabla 2. Variantes 4F11 Humanizadas expresadas como IgG

Unién a p2S (Biacore™) Ensayo de
Adhesién de
Variant | Cadena | Cadena Célula
e Liviana | Pesada ka kd (1/s) | KD | Variante/ch4F11
Hu4F1 (1/Ms) (nM) (veces)
1
quimer 2,21E+ | 7,51E-4 | 3,44 1,00
a 05
V1 Injerto | Injerto | 3,42E+ | 3,31E- | 96,8
04 03
V2 Injerto | Injerto | 5,36E+ | 2,91E- | 544
+78T |04 03
v3 Injerto | Injerto | 8,45E+ | 2,92E- | 34,6
+78V | 04 03
v4 Injerto + | Injerto | 2,31E+ | 3,14E- | 13,6
L1:D28 |+78V |05 03
R
v5 Injerto + | Injerto | 7,11E+ | 2,42E- | 34,0
L1:M33 | +78V |04 03
V
V6 Injerto + | Injerto | 1,23E+ | 2,40E- | 19,5 4,01
L2:N53 |+78V |05 03
Y
N7 fnjerto + | Injerto ND
L2:L54 | +78V
R
v8 injerto + | Injerto ND
L3:YO6 |+ 78V
F
v Injerto injerto | 2,64E+ | 2,30E- | 9,0
+78V+ |05 03
H1:F29
R
v10 Injerto + | Injerto | 7,20E+ | 1,97E- | 27,4 4,38
L2:N53 | +78V + |04 03
Y H3:598
Y
v11 Injerto | Injerto ND
+ 78V +
H3:598
Y
v12 Injerto | Injerto | 1,96E+ | 2,18E- | 11,1
+78V+ |05 03
H2:T52
al

Reevaluacién de posiciones de marco — Se incorporaron cambios de
marco adicionales en conjuntos. Las variantes se expresaron como IgG (variantes

13 a 16) y se examinaron mediante Biacore™ como se describe en la Tabla 3:
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Tabla 3. Variantes de Marco 4F11 humanizadas Expresadas como 19G

Unién a p2S (Biacore™)

Variante | Cadena | Cadena ka (1/Ms) kd (1/s) KD (nM)
Hu4F11 | Liviana | Pesada
v13 Injerto + | Injerto + 1,49E+05 | 1,86E-03 12,5
M4L R71L,
L78A
v14 Injerto + | Injerto + 1,41E+05 | 9,84E-04 7,0
M4L V21, V48M,
I69F,
R71L,
N73T,
K75A,
N76S,
L78A,
YO1F

v15 Injerto Injerto + 9,05E+04 | 2,76E-03 30,5
R71L,
L78A
v16 Injerto Injerto + 9,81E+04 | 1,65E-03 16,8
V21, V48M,
I69F,
R71L,
N73T,
K75A,
N76S,
L78A,
Y91F
ch4F11 2,15E+05 | 7,92E-04 3,7
De estos, 4F11.v14 tuvo la mejor afinidad relativa a mud4F11.

Genotecas Limitadas — Se generaron dos genotecas limitadas basadas en
4F11.v13 como patrén. La genoteca 1 contenia los mismos cambios de marco que
4F11.V13 (LC:M4L y HC: R71L, L78A) mientras que la genoteca 2 contenia
cambios adicionales en la cadena pesada: N76S y Y91F (Figuras 10 y 11).
También se incorporaron los cambios CDR en L1 y L3 (D28S y D94E) en ambas
genotecas. La diversificacion se limitd a posiciones donde los cambios habian sido
observados previamente luego de la seleccion de SPLs (Figuras 10 y 11). Estas
posiciones (53 y 54 en ia cadena liviana y 29, 52, 98 en la cadena pesada) se
diversificaron para incluir los veinte aminoacidos y se panearon en relacién al
péptido p2S inmovilizado que se capturd6 mediante la utilizacién de NeutrAvidin
inmovilizado, tal como se describe en la Tabla 4:
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Tabla 4. Condiciones de Seleccion de fago de la Genoteca Limitada
Seleccion Kon Seleccion Koff
Antigeno Tiempo de Exceso de Captura
Union Péptidos

Ronda 1 b-p2S 1 hora Ninguno -
inmovilizado
(50 nM en
NeutrAvidin®)

Ronda 2 b-p2S 1 hora Ninguno -
inmovilizado
(50 nM en
NeurAvidin®)

Ronda 3 50 nM b-p2S 60 min 30 min, r.t. 10 min
en solucion

Ronda 4 10 nM b-p2S 30 min 1 hr; 37°C 5 min
en solucion

Ronda 5 10 nM b-p2S 15 min 2 hr; 37°C 5 min
en solucion

La preferencia por residuos de amino acidos diferentes en posiciones

aleatorias para cada genoteca se muestra en la Figura 12. En una cadena liviana,

ambas genotecas seleccionaron preferentemente 53Y y 54R, mientras que en la

cadena pesada hubo una preferencia por 29F y 52T. En el CDR-H3 de |a cadena

pesada, se seleccionaron 3 aminoacidos en la posicién 98 (98Y, 98H, y 98R) en

ambas genotecas. Para identificar la mejor combinaciéon de estos cambios, se

construyeron las variantes 17 a 26 (Tabla 5), se expresaron y caracterizaron como

IgG. Varias variantes tuvieron afinidades tan buenas como ch4F11 o0 mejores. Las

variantes luego se caracterizaron en el ensayo de migracién de células mediante

la utilizacién del EGFL7 humano o de raton (Tabla 5 y Figura 13 y 14).

Tabla 5. Variantes 4F11 humanizadas expresadas como 1gG

125

Variante | Posicidon | Posicion Marco Unién a p25 Ensayo de
Hu4F11 | enla enla VH (Biacore™) Adhesién de
Cadena | Cadena utilizado Células
Liviana pesada (EGFL7Y
humano)
63 | 54 |29 |52 | 98 Cambio de Variante/ch4F 11
pliegues en KD (pliegue)
(variante/quimera)
chdF11 | N { L |F | T | S 1 1,00
V17 Y | R|F|T]|Y|Genoteca 0,93 0,86
1
vi8 Y | R|F|T|R|Genoteca 1,81 1,86
1
v19 Y| R| G| T/|R|Genoteca 1,43 12,87
1
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v20 Y | R|F|T]|H|Genoteca 1,79 0,70
V21 Y| L|IR{T|R Genlteca 1,31 3,12
v22 Y| R|F|T|Y Gen:}teca 1 0,81
v23 Y| R|F|]T|R Geniteca 3,88 nd

v24 Y  R|G|T|R Geniteca 0,48 2,52
v2b Y| R|F|T|H éenoteca 0,56 1,82
V26 Y{L|R|TI{R j(_Benoteca 0,66 1,38

Los dominios VL y VH de hud4F11.v17 y 4F11.v22 comparados al mudF11 y
4F11.v1 se muestran en las Figuras 15 y 16, respectivamente. ‘

Ejemplo 2: Generacion de Anticuerpos mu18F7 humanizados

El presente ejemplo muestra la humanizacion del anticuerpo murino 18F7
(mu18F7) dirigido contra EGFL7. Los nimeros de residuo son acordes a Kabat
(Kabat et al.,, Sequences of proteins of immunological interest, 5ta Ed., Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)). Se utilizan
abreviaturas de aminoacidos de una sola letra.

Materiales y Métodos

Se expresaron EGFL7 humano de longitud completa y una forma truncada
de EGFL7 humano (residuos 1-182) que contienen los dominios EMI y 2 EGF (sin
los 2 dominios de doble alfa hélice) en células CHO y se purificaron mediante
medios convencionales (Figura 1). Los péptidos que contienen el epitope 18F7 en
el EGFL7 Illamado p5 (RACSTYRTIYRTA;, SEC ID N° 7) y EMNM
(LTTCDGHRACSTYRTIYRTAYRRSPG; SEC ID N°: 3) se realizaron en forma
sintética.

Un hibridoma que expresa el anticuerpo murino 4F11 se obtuvo mediante la
inmunizacién de los ratones knockout Egfi7 con proteinas de EGFL7 recombinante
humano de longitud completa expresadas en E. cofi y se replegaron. Se
monitorearon los anticuerpos con ELISA a través de placas recubiertas de EGFL7
recombinante humano o murino. Se identificd un panel de anticuerpos de bloqueo
de funciones por su habilidad para bloquear la adhesion HUVEC a las placas

recubiertas de EGFL7. Se identificaron varios anticuerpos como anticuerpos con
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funcién de blogueo de especies cruzadas, con la inclusion de una designada 18F7
(ver Solicitud de Patente Internacional conjunta WO 2007/106915, presentada el
16 de marzo de 2007 y publicada el 20 de Septiembre de 2007).

Clonacién de dominios variables 18F7 murino y generaciéon de un
anticuerpo 18F7 quimérico — Se extrajo el total del ARN de las células de
hibridoma que producian 18F7 mediante el uso de métodos estandar. Se
amplificaron los dominios de variable liviana (VL) y variable pesada (VH) mediante
el uso de RT-PCR con cebadores degenerativos a las cadenas pesadas y livianas.
Los cebadores directos eran especificos para la secuencia del aminoacido N-
terminal de las regiones VL y VH. Respectivamente, los cebadores inversos LC y
HC se designados para alinearse a una region en el dominio liviano constante (CL)
y el dominio 1 pesado constante (CH1), que estan altamente conservados entre
las especies. Se clonaron VL y VH amplificados en vectores de expresion
mamifera para generar un anticuerpo ch18FT quimérico. Se determiné la
secuencia del polinucledtido de las inserciones mediante métodos de
secuenciamiento de rutina. -

Injertos directos de region hipervariable en el marco de consenso del
receptor humano — El fagémido utilizado para este trabajo es un vector de
muestra monovalente Fab-g3 y consiste en 2 marcos de lectura abierta bajo el
control de un Unico promotor phoA. El primer marco de lectura abierto consiste en
la secuencia de senal stll fusionada con los dominios VL y CH1 de la cadena
liviana del receptor y el segundo consiste en la secuencia de sefial stll fusionada
con los dominios VH y CH1 de la cadena pesada del aceptante, seguida por la
proteina P3 de capa de fago menor.

Para realizar los injertos de CDR, se injertaron las regiones hipervariables
del mu18F7 en los marcos del aceptante de consenso huKl y hulll para generar el
injerto CDR directo (18F7-injerto) (Figuras 17 y 18). En el dominio VL se injertaron
las siguientes regiones al aceptante de consenso humano: posiciones 24-34 (L1;
SEC ID N% 100), 50-56 {L2; SEC ID N°; 101) y 89-97 (L3; SEC ID N°: 102). En el
dominio VH se injertaron las posiciones 26-35 (H1; SEC ID N°: 103), 49-65 (H2;
SEC ID N° 104) y 95-102 (H3; SEC ID N°: 105). MacCallum et al. (MacCallum et
al. J. Mol. Biol. 262: 732-745 (1996)) han analizado las estructuras de cristal
complejas del antigeno y del anticuerpo y descubrieron que la posicion 49 de la
cadena pesada es parte de la region de contacto por lo tanto resulta razonable

incluir esta posicion en |la definicién de CDR-H2 al humanizar los anticuerpos.

AO
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Se generd el injerto 18F7 fue generado mediante mutagénesis de Kunel
como una prueba en fago como un IgG mediante la utilizacion de oligonucledtidos
separados para cada region hipervariable. Se identificaron clones correctos
mediante el secuenciamiento de ADN.

Interruptor de Marco - Para identificar las posiciones del marco
importantes para la unién, se generd una genoteca de fago de interruptor de
marco para ofrecer tanto el aminoacido murino como humano en la posicién 87 en
VL, y en las posiciones 48, 67, 69, 71, 73, 75, 76, 78 y 80 en VH. Estas posiciones
se diversificaron tal como lo muestra la Figura 19, mediante mutagénesis de
Kunke! mediante la utilizacion de 3 oligonucledtidos para mutar el 18F7- injerto
que se utilizé como patrén.

Ramdonizacion de las regiones hipervaribles — Se introdujo la diversidad
de secuencia completa en forma separada en cada posicién en las regiones
hipervariables del 18F7- injerto mediante mutagénesis de Kunkel para generar
genotecas de posicion unica que se agruparon. Cada posicién en cada regién
hipervariable de injerto 18F7 estaba distribuida en forma aleatoria a los 20
aminoacidos posibles mediante la utilizacion de oligonucledtidos que codifican
NNS en las posiciones respectivas. Se realizaron mdltiples genotecas cada una
con 20 miembros con una posicién unica ubicaba dentro de una de las regiones
hipervariables distribuidas en forma completamente aleatoria. Para cubrir cada
posicion en las regiones hipervariables, se generaron 76 genotecas y se
combinaron en una “genoteca de posicién unica’ (SPL) que abarca mutaciones
Unicas ubicadas a lo largo de cada posicion hipervariable. Se introdujo un codén
variable (TAA) en el medio de cada CDR para evitar la reseleccion de la secuencia
de injerto CDR de tipo salvaje. Esto se alcanzé mediante ta mutagénesis de Kunel
y resulté en 6 plantillas diferentes para el 18F7- injerto — cada uno con un codén
de stop introducido en un CDR diferente. Al generar la genoteca, los
oligonucledtidos utilizados para introducir diversidad también repararon el codén
de stop en el patrén correspondiente.

Generacion de genotecas de fago —Los oligonucleétidos disefiados para
introducir diversidad en las posiciones del marco ¢ en cada regidon hipervariable,
tal como se describié anteriormente, fueron fosforilados en forma separada en
reacciones de 20 pl que contienen 660 ng de oligonucleétidos, 50 mM Tris pH 7,5,
10 mM MgCl;, 1 mM ATP, 20 mM DTT, y 5 U de quinasa polinucledtida durante 1
ha 37°C.

“w
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Para generar la genoteca de interruptor del marco se agregaron en forma
simultanea los 3 oligonucledtidos fosforilados dirigidos a introducir diversidad a la
reaccion de mutagénesis. Para la SPL, se realizaron 76 reacciones de
mutagénesis de Kunel individuales en una placa de 98 pocillos PCR. A partir de
las reacciones oligonucleétidas fosforiladas (arriba), se agregaron 2 yl a la plantilla
de 300 ng Kunkel que contiene el codon de stop correspondiente en 50 mM Tris
pH 7,5, 10 mM MgCl; en un volumen final de 10 pl. Se recocié la mezcla a 90°C
durante 2 min, a 50°C durante 5 min y luego se la enfrid en hielo. Luego se rellend
la plantilla alineada agregando 0,5 yl 10 mM ATP, 0,5 yul 10 mM dNTPs (10 mM
cada uno de dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 1 pl 100 mM DTT, tapén 1 pl 10X TM
(0,5 M Tris pH 7.5, 0.1 M MgClz}, 80 U T4 ligasa, y 4 U T7 polimerasa en un
volumen total de 20 pl durante 2 h a temperatura ambiente. Estos productos que
se rellenaron y ligaron, se transformaron luego en células XL1-Blue, cultivadas en
0,5 ml de 2YT que contienen 5 pg/ml de tetraciclina y M13/KO7 fago ayudante
(MOI 10) durante 2 hr a 37°C y luego se los retine y transforma en 500 m| 2YT que
contienen 50 pg/ml carbenicilina y se cultivan 16 h a 37°C.

Selecciones de fago —Se utilizaron multiples formas de antigenos para las
selecciones de fago. Se inmovilizaron (5 pg/ml) de ESFL7 de extension completa
o truncados en 50 mM de bicarbonato de sodio pH 9,6 en placas de microtitulacién
MaxiSorp™ (Nunc) durante toda la noche a 4°C. También se biotinilaron el EMI1 y
los péptidos tanto a travég de su cisteina libre (mediante la utilizacién de PEO,-
maleimida biotina; Pierce) o a traves de la amina libre en su término amino
(mediante la utilizacion de NHS-LC-biotina, Pierce). Para las reacciones de
biotinilacion, se utilizd un reactivo de biotina de doble exceso molar en el PBS. Se
capturaron EMI1 biotinilado y péptidos p5 en NeutrAvidin® (2 ug/ml) que se
habian inmovilizado en 50 mM de bicarbonato de sodio pH 9,6 en placas de
microtitulacion {Nunc) MaxiSorp™ durante toda la noche a 4°C. Se bloquearon
todas las placas durante al menos 1 h mediante Blocker™ Casein (Pierce).

Su extrajeron fagos de las particulas flotantes del cultivo y suspendieron en
PBS con 5% de leche en polvo y 0,05 % Tween™ 20 (PBSBT). Luego del
agregado de la genoteca de fago y 1 h de incubacién, los pocillos de
microtitulacién se lavaron en forma cuidadosa con PBS que contenia 0,05 %
Tween™ 20 (PBST) y se eluyeron los fagos unidos mediante la incubacion de
pocillos con 20 mM HCI, 500 mM KCI durante 30 min. Se neutraliz6 el fago eluido
con 1 M Tris, pH 8 y se amplificé mediante células XL1-Blue y fago ayudante
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M13/KO7 y se cultivaron durante la noche a 37°C en 2YT, 50 ug/ml de
carbenicilina. Las titulaciones de fago eluidas de un pocillo contenedor del blanco
se compararon con las titulaciones del fago recuperado de un pocillo que no
contiene el blanco para evaluar el enriquecimiento.

Se aumenté la exigencia de la seleccidn tanto' mediante la captura de fago
que llevé a concentraciones decrecientes de péptido p5 biotinilado en una
solucién, seguido por la captura en NeutrAvidin® durante 10 min (seleccién dentro
del indice) y mediante el aumento del tiempo de lavado y de la temperatura para
permitir que el fago de union debil se lave (seleccidn fuera del indice).

Produccion IgG — A fines del monitoreo, se produjeron variantes IgG
inicialmente en 293 celulas. Los vectores con codigos VLy VH (25 pg) se
transfectaron en 293 células mediante el sistema FUGENE®. Se mezclaron 500 pl
de FUGENE® con 4,5 ml de medio DMEM que no contiene FBS y se incubd a
temperatura ambiente durante 5 min. Se agregd cada cadena a esta mezcla y se
incubé a temperatura ambiente durante 20 min y luego se transfirié a cinco
matraces para la transfeccion durante la noche a 37°C en 5% de CO.. Al dia
siguiente se removié el medio que contenia la mezcla de transfeccién y se
remplazd con un medio de 23 ml PS04 con 0,1 ml/lL de elementos de trazo
(A0934) v 10 mg/L. de insulina (A0940). Se incubaron las células por un periodo
adicional de 5 dias luego del cual se cultivé el medio a 1000 rpm durante 5 min y
se esterilizd mediante un filtro de unién bajo en proteina de 0,22 ym. Las
muestras se pueden almacenar a 4°C luego de agregar de 2,5 ml 0,1% PMSF por
cada 125 ml de medio.

Determinaciones de Afinidad -Las determinaciones de afinidad se
llevaron a cabo mediante una resonancia plasmon de superficial mediante un
BlAcore™-2000. Se inmovilizdo el EGFL7 truncado © el péptido p5
(aproximadamente 50 — 200 RU} en 10 mM de acetato de sodio pH 4,8 en un chip
de sensor CM5. Se inyectaron variantes purificadas de IgG (mediante una dilucién
serial doble de 0,5 a 1000 nM en PBST) a una velocidad de flujo de 30 uL/min. Se
analizo cada muestra con una asociaciéon de 3 minutos y una disociacién de 3,5
minutos. Luego de cada inyeccion se regeneré e! chip usando 10 mM de glicina
pH1,7.

La respuesta de unién se corrigié mediante la sustraccion de una célula
de flujo de control de las células de flujo variante IgG. Se utilizé un modelo A 1:1

Languir de prueba simultanea de kon ¥ koxt para los analisis cinéticos.

Ao
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Resultados y Explicacion

Humanizaciéon de 18F7 — El marco aceptante humano usado para la
humanizacién de 18F7 se basa en el dominic kappa | VL de consenso humano y
el dominio de subgrupo Il VH de consenso humano. Se identificoé e injertd cada
CDR para mu18F7 en el marco del receptor humano para generar un injerto CDR
que puede ser probado como un Fab en el fago (Figuras 17 y 18).

Evaluacion del Antigeno para la seleccion de fago — El epitope 18F7 en
EGFL7 se mapeé para el primer dominio EMI y mas especificamente a un péptido
p5 que utiliza un analisis de competicion Western blot (Figura 1 y 20). El fago que
muestra el injerto 18F7 se uni6é al EGFL7 inmovilizado, de extensién completa y
truncado, pero también se observd una unién de fago no especifica mediante un
fago de control (Figura 21). Por esta razén, se utilizaron para la seleccidon de
fagos los péptidos p5 y EMI1 que bloguean la unidén del 18F7 al EGFLY truncado.
Se biotinilaron los péptidos tanto a traves de su cisteina libre para generar p5c y
EM!1¢c (mediante maleimida PEOg-biotina; Pierce) o a través del amino libre en su
término de amino para generar pSn y EMI1n (mediante NHS-LC-biotina, Pierce).
Para evaluar la union, se capturaron los péptidos biotinilados en pocillos de
microtitulacién cubiertos con NeutrAvidin®. Luego de 2 vueltas de seleccion en
EGFL7 inmovilizado truncado, se utilizd la genoteca del fago de interrupcion del
marco para evaluar la unién a los péptidos EMI1 y p5 biotinilados capturados. El
fondo de fago uni6é al p5n y EMI1n, pero no al pSc o EMI1c (Figura 22). La
cantidad de fago capturada fue mayor cuando se utilizé una concentracion de
péptido biotinilado 50 nM para unirse al pocillo cubierto de NeutrAvidin®.

Luego de la seleccion por 2 rondas contra el EGFL7 inmovilizado truncado,
se lavo la genoteca de interruptor de marco por dos rondas de seleccidn de
péptido p5n biotinilado inmovilizado. Se usé el analisis de secuencia de ADN de
96 clones de |a dltima ronda para evaluar la importancia de! aminoécido, en base a
la abundancia, en cada posicion del interruptor (Figura 23). La abundancia del
aminoacido antes y después de cuatro rondas de selecciéon sugirid que los
cambios N73K y L78A llevan a una mejora de la unidn. Aunque menos
prominente, el L78V y V48] también lo hacen y luego se estudié el L78V.

Se exploraron los SPLs en un esfuerzo por identificar mejoras adicionales
mediante el uso de 4 marcos derivados de los resultados de la genoteca de
interruptor de marco. Los 4 marcos in¢luian el injerto CDR inicial (injerto 18F7), el
injerto 18F7 con N73K (18F7.v2), el injerto 18F7 con N73K y L78A (18F7.v3), y el
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injerto 18F7 con N73K y L78V (18F7.v4). Para cada marco, se generé un SPL en
el cual cada posicibn en cada CDR se distribuyé aleatoriamente en forma
individual a todos los aminoacidos posibles (un total de 76 genotecas, cada una de
las cuales contiene 20 miembros agrupados en un SPL). Se usaron seis plantillas
de ADN injerto 18F7 (que contiene codones de stop en los CDRs apropiados) para
generar los cuatro SPLs. Se introdujeron los cambios de marco en las posiciones
73 y 78 en VH durante la generacién de SPL mediante el uso de codificacion de
oligonucledtidos mutagénicos para los cambios de marco apropiados. De este
modo, se mutaron en forma simultanea las posiciones del marco y del CDR
individual. Se lavaron los cuatro SPLs por dos rondas contra el EGFL7
inmovilizado truncado seguido por 3 rondas de seleccion en el péptido p5n
biotinilado soluble que fue capturado mediante la utilizacion de NeutrAvidin®
inmovilizado, tal como se describe en la Tabla 6:

Tabla 6. Condiciones de Seleccidon de fago SPL

Seleccion Kon Seleccion Koff
Antigeno Tiempo de Exceso de Captura
union Péptido
Ronda 1 b-pSN 1 hora Ninguno —
inmovilizado
(50 nM en
NeutrAvidin®)
Ronda 2 b-pSN 1 hora Ninguno -
inmovilizado :
(50 nM en
NeurAvidin®)
Ronda 3 20 nM b-p5N 30 min 3 horas 10 min
Ronda 4 5 nM bp5N 30 min 4.5 horas; 10 min
37°C
Ronda 5 10 nM b-pSN 20 min 70 hras; 37°C 10 min

La rigurosidad de la seleccién se aumenté en forma gradual mediante la
reduccion de la concentracién de péptido pSn biotinilado, reduciendo el tiempo
destinado a la unién y aumentando el tiempo de lavado y la temperatura. Se
observa la mayor recuperacion de fago durante las 3 ultimas rondas de seleccién
con SPLs basados en 18F7.v3 y 18F7.v4.

Se recogieron los clones de la Gltima ronda para el analisis de la secuencia
de ADN. Se identificaron los cambios de secuencia individual en cada CDR
(Figura 24). Los clones de genoteca SP mas abundante tenian cambios en VL en
la posicién S89. Se incorporaron en el 18F7.v3 los cambios que aparecieron en

forma mas frecuente y en mas de una genoteca SP. Estas variantes (.v5 a .v10),
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el 18F7- injerto (.v1) y los cambios al marco VH (v2, v3y .v4), se expresaron
como IgG para el posterior analisis mediante Biacore™ (Tablas 7 y 8).

Tabla 7. Variantes de 18F7- injerto expresadas como IgG

Variantes de injerto | Cadena Liviana Cadena Pesada

hu18F7

V1 injerto Injerto

V2 Injerto 73K

v3 Injerto 73K & 78A

v4 Injerto 73K & 78V

V5 L2:F55G 73K & 78A

.v6 L3:S89G 73K & 78A

N7 L3:589A 73K & 78A

v8 L3:S89V 73K & 78A

V8 Injerto 73K & 78A &
H1:Y32K

v10 Injerto 73K & 78A &
H3:D100P

Tabla 8. Andlisis Biacore™ de Variantes de injerto
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El analisis Biacore™ de éstas 10 variantes indicd que todas se unieron
bastante bien al mEGFL7 inmovilizado o al péptido p5. El 18F7.v6 tuvo un indice
de disociacion mas lento (kd) y fue efectivo en el ensayo de adhesion HUVEC
(Figura 25). A

Pulido de 18F7.v6 ~ Se eliminé el acido iso-aspartico potencial que fomar
sitios (Asn-Gly) en CDR-L1 (N28,G29) y CDR-H2 (N54, G55) en 18F7.v6 mediante
la prueba de amino acidos alternativos en estas posiciones (Tabla 9).

Tabla 9. Variantes Examinadas para eliminar Sitios Formadores de acido

iso-aspartico

Variantes Cadena Liviana (N28 | Cadena Pesada (N54
hu18F7.v6 & G29) & G55)
VBA L1:SG v6
.v6B v6 H2:5G
v6C vB H2:NS
V6D L1:8G H2:SG
VBE L1:S5G H2:NS
VoI L1.QG H2:NS
v6J L1:NS H2:NS
VOK L1:NA H2:NS

Una secuencia SG en H2 (.v6B y .vBD) expresada pobremente, mientras
que la secuencia en L1 (.v6A) aumentod el indice de disociacién. En contraste, una
secuencia NS en H2 (.v6C) tiene poco efecto sobre la cinética (Tablas 8 y 9).De
los otros cambios mostrados en L1 junto con H2:NS (.v6C), los cambios NS (.v6J)
y NA (.v6K) tuvieron un efecto minimo en el indice de disociacion (Tabla 8 y 9,
Figura 25). Estos cambios se pueden usar para mejorar la estabilidad de18F7.v6
mientras que mantienen las propiedades biolégicas deseadas en comparacion con
18F7 murino (Figuras 25 y 26). En las Figuras 27 y 28, respectivamente, se
muestran ios dominios VL y VH del hu18F7.v6K. "

Ejemplo 3: Tratamiento de ratones portadores de tumores o ratones

neonatales con anticuerpo anti-EGFL7 humanizado

Investigamos la habilidad de humanizar los anticuerpos anti-EGFL7 de la
invencion (solos y en combinacion con la terapia anti-VEGF) para inhibir la
angiogénesis y/o el crecimiento del tumor en una variedad de modelos.

Observamos que los anticuerpos anti-EGFL7 mejoran la eficacia de la terapia anti-
VEGF,

Se inyecté a ratones nu/nu HRLN hembras en forma subcutanea con

L}

células tumorales de céncer de pulmon de células no pequefias humana 1x10’
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H1299 de y se les permitid a los tumores desarrollarse hasta alcanzar 80-120
mm>. Lbs ratones portadores de tumores fueron separados en forma aleatoria en
cuatro grupos (12 ratones cada uno) para que el tamafo promedio de tumor en
cada grupo fuera de 122 mm®. Estos ratones se trataron luego de la siguiente
manera: Grupo 1: inyeccion intraperitoneal (ip) de anticuerpo anti-VEGF (B20-4.1;
W02005/012359 y WO2005/044853), una vez por semana a 10 mg/kg; Grupo 2:
inyeccién ip de un anticuerpo de control negativo anti-ambrosia IgG una vez por
semana a 10 mg/kg y anticuerpo anti-EGFL7 {(hu18F7.v6K) dos veces por semana
a 10 mg/kg; Grupo 3: inyeccion ip de B20-4,1 una vez por semana a 10 mg/kg y
hu18F7.v6K dos veces por semana a 10 mg/kg; Grupo 4: sin tratamiento. Los
tumores se midieron dos veces por semana con un calibre y se calcularon los
volimenes del tumor como (w? x /2 (w = ancho del tumor en mm, / = largo del
tumor en mm). Se sacrificé a los ratones cuando sus tumores alcanzaban los
1000 mm?® (definidos como ‘ratones que alcanzaron el punto final’). Se
determinaron los volimenes de tumor promedioc de grupo +/- SEM en relacion el
tiempo hasta que 2= 50% de los ratones alcanzaron el punto final. Los datos de
este experimento muestran que ni el tratamiento sélo con B20.4-1 ni con
hu18F7.v6K reducen en forma significativa el crecimiento del tumor sobre el
control no tratado, aunque el tratamiento con hui18F7.v6K mostré una tendencia
hacia la reduccion del crecimiento (Figura 29). En contraste, el tratamiento con
B20.4-1 y hu18F7.v6K inhibid en forma significativa el crecimiento del tumor.
(Figura 29).

Se inyectd a los ratones sin pelo Balb-¢c en forma subcutanea en el costado
derecho con células de carcinoma 5 x 10° HM7 en 0,1 mi Matrigel™. Cuando el
tamafio de tumor promedio alcanzd el tamafic 80-150 mm® se separ6 a los
animales en 4 grupos de 10 ratones cada uno para que los tamarios de tumor
promedio en todos los grupos sea aproximadamente igual y se los tratdé de la
siguiente manera: Grupo 1. inyeccion ip de IgG anti-ambrosia dos veces por
semana a 5 mg/kg; Grupo 2: inyeccion ip de B20-4.1.1 (PCT/US2008/013248) dos
veces por semana a 5 mg/kg; Grupo 3. inyeccién ip de anticuerpo anti-EGFL7
(hu18F7.v6k) dos veces por semana a 10 mg/kg; Grupo 4: inyeccién ip de B20-
4.1.1 dos veces por semana a 5 mg/kg y hu18F7.v6k dos veces por semana a 10
mg/kg. Se midieron los tumores dos veces por semana con un calibre y se
registré el ancho y el largo. Sacrificaron a los ratones cuando los tumores

superaban los 1000 mm® o cuando el crecimiento del tumor o la ulceracién
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interferia con la salud del animal. Observamos que los tumores en los Grupos 1 y3
tenian indices de crecimiento similares, mientras que los tumores del Grupo 2
crecieron en forma mas lenta que aquellos en el Grupo 1 y los tumores en el
Grupo 4 mostraron un crecimiento negativo.

Se inyect6 a los ratones sin pelo Balb-c en forma subcutanea en el costado
derecho con células humanas primarias de explantes tumorales de cancer de
pulmén (LXFL 1674). El experimento comprendia un grupo de referencia (Grupo 1)
dosificado con anticuerpos de control de IgG humano (hlgG) e IgG murino (migG),
un Grupo 2 que recibié hu18F7.v6k y migG, un Grupo 3 que recibid B20-4.1.1 y
higG, y un Grupo 4 que recibié hu18F7.v6K y B20-4.1.1. Todos los tratamientos
recibieron ip dos veces por semana con hu18F7.v6k (o hlgG) dados a 10
mg/kg/dosis cuatro horas antes de administrar B20 (o mlgG) a 5 mg/kg/dosis. Se
sacrificd a los ratones en forma individual cuando el volumen del tamarfio excedio
los 2000 mm®. Se evalué la eficacia de los grupos mientras que mas del 50% de
los ratones de control del Grupo 1 estaban vivos (dia 14). El tamafio del grupo al
comienzo del dosaje era de 10 ratones portadores de un tumor de entre 5-10 mm
de diametro por ratdén. La ventaja de la terapia de combinacién sobre la
monoterapia B20-4.1.1 fue significativa en términos estadisticos. (Figura 30).

También examinamos el anticuerpo humanizado anti-EGFL7 hu18F7.v6k y
su anticuerpc 18F7 murino en un ensayo de angiogénesis de 6rgano neonatal
murino. Se inyectd a los ratones recién nacidos con anticuerpos los dias 1 y 3
despues del nacimiento y se cultivaron los 6rganos en el dia 5. Se tifieron las
vasculaturas en organos multiples con un marcador de célula endotelial vascular
CD31 y se cuantificaron las densidades vasculares. Los grupos eran: Grupo 1 que
recibid 15 mg/ml de anticuerpo anti-ambrosia (n=3/experimento), Grupo 2 que
recbi6 5 mg/ml de anticuerpo anti-VEGF (G6.31; WO02005/012359 vy
WO02005/044853; n=3/experimento) y 10 mg/ml de anticuerpo de ambrosias,
Grupo 3 que recibio 5 mg/ml G6.31 y 10 mg/ml murino 18F7 (n=4/experimento), y
Grupo 4 que recibié 5 mg/ml G6.31 y 10 mg/ml hu18F7.v6k (n=4/experimento). Se
muestran los resultados reunidos de los tres experimentos independientes en la
Figura 31, que demostraron que e! anticuerpo anti-VEGF G6.31 tiene actividad
anti-angiogénesis significativa, y la combinacién de G6.31 con hu18F7.v6k o con
18F7 murino mejorada en forma significativa con la actividad de G6.31. Se
observaron actividades de anti-angiogénesis similares en la vellosidad intestinal de

e
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la vasculatura. Estos resultados confirman que el hu18F7.v6k y 18F7 murino
tienen actividades de anti-angiogénesis similares en este modelo.

Ejemplo 4: Inhibicion de pemmeabilidad y perfusién de tumor mediante

anticuerpos anti-EGFL7 en sujetos humanos

Llevamos a cabo evaluaciones de imagen de resonancia magnética con
contraste dinamica (DCE-MRI, por sus siglas en inglés) en sujetos humanos a los
que se les habia administrado con dos ciclos de 3 mg/kg o 15 mg/kg hu18F7.v6k
para explorar cambios en vasculatura de tumor en respuesta al anticuerpo. DCE-
MR! es una modalidad de imagen que permite el analisis funcional de
microcirculacion de tumor. Los cambios en Jos parametros vasculares, como V,, el
volumen de pérdida extracelular y extravascular fraccional, y Kyans, la constante de
transferencia de volumen, refleja cambios en la permeabilidad y perfusion de
tumor. Los dos escaneos previos al tratamiento de linea de base se obtuvieron
aproximadamente con 5-7 dias de diferencia (pero al menos con 24 horas de
diferencia) con anterioridad a la dosificacion en el Ciclo 1 (por ejemplo, Dia -1 y
Dia -7 relativos a la administracion del anticuerpo). Los escaneos posteriores al
tratamiento se obtuvieron en el Dia 15 del Ciclo 1 y el Dia 8 del Ciclo 2 (+ 2 dias
para permitir organizar fas dificultades). Las lesiones metasticas evauables tenian
que medir 23 cm en el higado, 0 22 ¢m en otra parte en al menos una dimensién.
Ademas de las secuencias de adicion de DCE-MRI, otras secuencias de
adquisicion de MR, por ejemplo, se adquirieron imagenes potencias por difusién
de imagenes potenciadas T1- y T2 se adquirieron durante la visita de adquisicién
de imagen para cada sujeto. Como se muestra en la Tabla 10, observamos que el
tratamiento con anticuerpos anti-EGFL7 redujeron Kyans €n algunos tumores
solidos por hasta aproximadamente 40%.

Tabla 10. Kians Promedio

Identificador de Base 1 Base 2 Ciclo 1, Ciclo 2;
Patente, volumen Dia 15 Dia 8
de tumor de higado,
y dosificaciéon de

hu18F7.v6k

3301, 82 cc (3 ND 0,021 0,0171 ND
mg/kg)

3503, 7 cc (15 ND 0,0542 0,0435 0,0327
mg/kg)

35605, 11 cc (15 0,0278 0,0288 0,0239 0,019
mga/kq)

el
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3505, 142 cc (15 0,0238 0,022 0,0229 0,02
ma/kg)

3902, 235 ¢c (3 0,022 0,019 0,02 0,022
mag/kg)
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Ser Cys Lys Lys Asp Leu

275

<210> 2
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<213> Homo sapiens
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<400> 3
Leu Thr Thr Cys Asp Gly His Arg Ala Cys Ser Thr Tyr Arg Thr Ile

1 5 10 15

Tyr Arg Thr Ala Tyr Arg Arg Ser Pro Gly

20 25
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<221>

<223>

<400>

5 10

8
13
PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido Sintético”

8

Arg Thr aAla Tyr Arg Arg Ser Pro Gly val Thr Pro Ala

1

<210>

<211>

<212>

<213>

5 10

9

108

PRT

Secuencia Artificial

11



<220>

<221>

<223>

sintético"

<400> 9

ASp

AsSp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Ala

Ala

50

Gly

Asp

Phe

fuente

/nota="Descripcién de

GIn

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

GlIn

Leu

ASp

70

Tyr

Thr

Ser Pro

Cys Arg

Lys Pro

40

Glu ser

35

Phe Thr

Tyr Cys

Lys val

154

la

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Secuencia

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

GIn

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

ser

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Artificial:

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

ser

ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Polipéptido

2y



<210> 10

<211> 112

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10
Asp Ile Gln

1

Asp Arg val

Gly Asp Ser

35

Lys Leu Leu

50

Arg Phe Ser

65

Ser Leu Gin

100

155

105

Met Thr GIn Ser Pro Ser ser

Thr

20

Tyr

Gly

Pro

10

Ile Thr Cys Lys ala Ser

25

Met Ser Trp Tyr Gln Gln

40

Tyr Gly Ala Ser Asn Leu

ser Gly Ser Gly Thr Asp

Glu asp Phe Ala Thr Tyr

Leu

GIn

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

ser

ser

Pro

ser

60

Thr

Cys

Ala ser val

15

val Asp Tyr

30

Gly Lys Ala

45

Gly val Pro

Leu Thr ITe

Gln GIn Asn

Gly

Asp

Pra

ser

Ser

80

Asn



156

85 90 95

Glu Asp Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg

100 105 110

<210> 11
<211> 113
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

«223>  /nota="Descripcidén de la Secuencia Artificial: pPolipéptido

Sintético"

<400> 11
Glu val 61n Leu val Glu ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

20 25 30

Ala Met Ser Trp val Arg G1ln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val

35 40 45



157

Ser val Ile Ser Gly Asp Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val

50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys

85 90 95

Ala Arg Gly Phe Asp T&r Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val ser

100 105 110

ser

<210> 12
<211> 117
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12
Glu val GIn Leu val Glu ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly

1 5 10 15



Ser

Gly

Gly

Lys

65

Leu

Ala

val

<210> 13

Leu

Met

Trp

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Arg

ser

35

Ile

Arg

Met

Leu

val

115

<211> 39

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Gly

100

ser

Ser

val

Thr

Thr

Ser

85

Ser

Ser

Cys

Arg

His

Ile

70

Leu

Ser

Ala

Gln

ser

55

Ser

Arg

Ala

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

val

168

ser

25

Pro

val

Asp

Glu

ASp

105

Gly

Gly

Pro

Ash

ASp

90

Tyr

His

Lys

Thr

ser

75

Thr

Trp

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

GIn

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Thr

Trp

ASp

Leu

Tyr

95

Thr

Tyr

val

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

N



159

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: o0ligonucledtido

sintético”

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(39

<400> 13
gcc tat gca gat atc cag atg acc cag tcc ccg agc tcc
Ala Tyr Ala Asp Ile Gln Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser

1 5 10

<210> 14
<211> 13
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: péptido Sintético”

<400> 14

Ala Tyr Ala asp Ile G1n Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser

39

yiGil



AGB

160

<210> 15
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<226>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de 1a Secuencia Artificial: Péptido Sintético"

<400> 15
Asp Ile val Leu Thr Gln ser Pro Ala Ser

1 5 10

<210> 16
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: 0ligonucléotido

Ssintético”

<400> 16

gcctatcgag atatccagmt cacccagtce ccgagetec 39



67

161

<210> 17
<Z211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="pescripcidn de la Secuencia Artificial: 0ligonucleétido

’ sintético”

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(39)

<400> 17
dca aac gcg tac gcr gag gtt cag ctg gtg gag tct ggc 39

Thr Asn Ala Tyr Ala Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly

". 1 5 10

<210> 18
<211> 13
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”



162

<400> 18

Thr Asn Ala Tyr Ala Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly

1 5 10

<210= 19
<211> 8
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético"

<400> 19
GIn Ile 6In Leu val GIn ser Gly

i 5

<210> 20
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de 1la Secuencia Artificial: o0OTigonucledtido

Sintético"



163

<400> 20

acaaacgcgt acgctgagrt ccagctggtg gagtctgge

<210> 21
<211> 36
<212> ADN

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial:

Sintético"

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(36)

<400> 21
ggt aag ggc ctg gaa tgg gtt gca agg att tat cct
Gly Lys Gly Leu Glu Trp val ala Arg Ile Tyr Pro

1 5 10

<210> 22
<211> 12
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

39

0ligonucledtido

36

4k



<220>

<221>

<223>

<400>

164

fuente

/nota="Descripcidén de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

22

Gly Lys Gly Leu Glu Trp val Ala Arg Ile Tyr Pro

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221~

<223>

<400>

5 10

23
12
PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

23

Gly Lys Gly Leu Lys Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

5 10

24

36

ADN

Secuencia artificial

1Y



165

<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: 0Oligonucledtido

Sintético"

<400> 24

ggtaagggcc tggaatggrt ggcaaggatt tatcct 36

<210> 25
<211> 102
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidén de la Secuencia Artificial: Polinucledtido

sintético”

<220>
<221> (DS

<222> (1)..(102)

<400> 25
gtc aag ggc cgt ttc act ata agc cgc gac aac tcc aaa aac aca ctg 48
val Lys Gly Arg phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys asn Thr Leu

1 5 10 15

tac cta caa atg aac agc gag gac act gcc gtc tat tat tgt age cgc 96

Tyr Leu GIn Met Asn Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ser Arg



AR

166
20 25 30
tgg gga ' 102
Trp Gly
<210> 26
211> 34
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<22]1> fuente
<223> /nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido

Sintético"

<400> 26

val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu

1 5 10 15

Tyr Leu Gln Met Asn Ser Glu Asp Thr ala val Tyr Tyr Cys Ser Arg

20 25 30

Trp Gly



G
167

<210> 27
<211> 34
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Polipéptido

Sintético"

<400> 27
Phe Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr aAla

1 5 10 15

His Leu GIn Ile Asn Asn Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg

20 25 30

Leu Gly

<210> 28
<211> 102
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>



1%

168

<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: Polinucledtido

Sintético”

<400> 28

gtcaagggce gtttcactwt cagcckecgac amctccrmaa rcacarygta cctacaaatg 60

aacagcgagg acactgccgt ctattwctgt gogogtetgg gt 102

<210> 29
<211> 13
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: péptido Sintético"

<400> 29
Arg Ser Pro Gly Leu Ala Pro Ala Arg Pro Arg Tyr Ala

1 5 10

<210> 30
<211> 13
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>



<221>

<223>

<400>

169

fuente

/nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: pPéptido sintético”

30

Gly Trp Lys Arg Thr Ser Gly Leu Pro Gly Ala Cys Gly

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>»

<400>

5 10

31
15
PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcidn de la Secuencia artificial: pPéptido sintético”

31

Lys Ala Ser GIn Ser val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

5 10 15

32

PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="Dpescripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético"

WY



170

<400> 32
Gly Ala Ser Asn Leu Glu Ser

1 5

<210> 33
<211> 9
<212> PRT

<213> Ssecuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia Artificial: péptido sintético"

<400> 33
GIn GIn Asn Asn Glu Asp Pro Tyr Thr

1 3

<210> 34
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Pescripcidn de la Secuencia Artificial: péptido Sintético”

<400> 34

1Y8



171

Gly His Thr phe Thr Thr Tyr Gly Met Ser

1 5 10

<210> 35
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de la Secuencia Artificial: péptido Sintético”

<400> 35
Gly Trp Ile Asn Thr His Ser Gly val Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 36
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
«221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

179



172

<400> 36
Ala Arg Leu Gly Ser ser Ala val Asp Tyr

1 5 10

<210> 37
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético"

<400> 37
Lys Arg Ser GIn Ser val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Ser

1 5 10 15

<210> 38
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia artificial: Péptido Sintético"

<400> 38

4o



181
173

Lys Ala Ser His Ser val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Ser

1 5 10 15

<210> 39
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: pPéptido Sintético"

<400> 39
Lys Ala Ser GIn Ser Gly Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Ser

1 5 10 15

<210> 40
<211> 1%
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido sintético"”

<400> 40
Lys Ala Ser Gln Ser val Asp Tyr Arg Gly Asp Ser Tyr Met Ser

1 5 10 15



174

<210> 41
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 41
Lys Ala Ser GIn Ser val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr val Ser

1 5 10 15

<210> 42
<211> 15
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: péptido sintético”

<d400> 42
Lys Ala Ser GIln Ser val Asp Tyr Leu Gly Asp Ser Tyr Met Ser

1 5 10 15



N8
175

<210> 43
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético"

<400> 43
Lys Ala Ser Gln Ser val Asp Tyr Trp Gly Asp Ser Tyr Met Ser

1 5 10 15

<210> 44
<211> 7
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripgcidn de 1a Secuencia Artificial: péptido Sintético”

<400> 44
Gly Ala Ser Tyr Leu Glu Ser

1 5

<210> 45

<211> 7



<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

176

PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

45

Gly Ala Ser Asn Arg Glu Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

5

46

PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcidén de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

46

Gly Ala ser Asn Tyr Glu Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

5

47

PRT

Secuencia Artificial

V&4



<220>

<221>

<223>

<400>

177

fuente

/nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

47

Gly Ala Ser Asn Leu Glu G1In

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

5

48

PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

48

GIn GIn Asn Asn Glu Asp Pro Phe Thr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

5

49

10

PRT

Secuencia Artificial

185



178

<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia artificial: Péptido Sintético”

<400> 49
Gly His Thr Gly Thr Thr Tyr Gly Met Ser

1 5 10

<210> 50
<211> 10
<212> PRT

«213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 50
Gly His Thr Phe Thr Thr Tyr Gly Tyr Ser

1 5 10

<210> 51
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

«223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido sintético”

16



<400>

179

51

Gly His Thr pPhe Asp Thr Tyr Gly Met Ser

1

<210>

<211

<212>

<213>

<220

<221>

<223>

<400>

5 10

52
10
PRT

secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcidén de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

52

Gly His Thr Phe Arg Thr Tyr Gly Met Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

5 10

53
10
PRT

secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

53

165y



180

Gly val Thr phe Thr Thr Tyr Gly Met Ser

1 5 10

<210> 54
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido Sintético"

<400> 54
Gly His Arg Phe Thr Thr Tyr Gly Met Ser

1 5 10

<210> 55
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de 1a Secuencia Artificial: péptido sintético"

<400> 55
Gly His Thr phe Gly Thr Tyr Gly Met Ser

1 3 10



181

<210> 56
<211> 10
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la secuencia Artificial: péprido Sintético”

<400> 56
Gly His Thr arg Thr Thr Tyr Gly Met Ser

1 5 10

<210> 57
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia artificial: péptido Sintético"

<400> 57

Gly His Thr ser Thr Thr Tyr Gly Met Ser

1 5 10

167



<210>

<211>

<2125

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

182

58
18
PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="pescripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético"

58

Gly Trp Ile Asn Trp His Ser Gly val Pro Thr Tyr ala Asp Asp Phe

1

5 10 15

Lys Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

59
18
PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="pescripcidn de la Secuencia artificial: Péptido Sintético"

59

Gly Trp Ile Asn Met His Ser Gly val Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe



A1
183

Lys Gly

<210> 60
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: péptido Sintético"

<400> 60
Gly Trp Ile Asn Thr His Ser Gly val Pro Thr Met Ala Asp Asp Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 61
<211> 18
<21Z2> PRT

<213> Secuencia artificial



<220>

<221>

<223>

<400>

184

fuente

/nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido Sintético"

61

Gly Trp Ile Asn Thr His Ser Gly val Pro Thr Tyr aAla His Asp Phe

1

5 10 15

Lys Gly

<210>

<Z211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<220>

<221>

«222>

<223>

<400>

62
18
PRT

secuencia Artificial

fuente

/nota="pescripcidén de la Secuencia artificial: Péptido Sintético"

MOD_RES

(15)..(15)

Cualquier aminodcido

62

Gly Trp Ile Asn Thr His Ser Gly val Pro Thr Tyr ala Asp Xaa Phe

¥i2.



185

Lys Gly

<210> 63
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidon de la Secuencia artificial: péptido Sintético"

<400> 63
Gly Trp Ile Asn Ile His Ser Gly val Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 64
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial



186

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 64
Gly Trp Ile Asn Trp His Ser Gly val Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe

1 5 10 15

Lys Giy

<210> 65
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Ta Secuencia Artificial: péptido Sintético"

<400> 65

Gly Trp Ile Asn Thr Arg Ser G'y val Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe

1 5 10 15

Lys Gly



187

<210> 66
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: péptido Sintético”

<400> 66
Gly Trp Ile Asn Thr His Ser Gly val Pro Thr ITe Ala Asp Asp Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 67
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: péptido Sintético”

<400> 67

Gly Trp Ile Asn Thr His ser Gly val pPro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe



A6

188

ser Gly

<210> 68
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidon de la Secuencia Artificial: péptido sintético”

<400> 68
Gly Trp Ile Ash Thr His Ser Gly val Pro Thr Thr Ala Asp Asp Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 69
<211> 18
<212> PRT

<213> secuencia artificial



1
189

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético"”

<400> 69
Gly Trp Ile Asn Thr His Ser Gly val Pro Thr Tyr Ala Asp Thr phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 70
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de Ta Secuencia artificial: Péptido Sintético"
<400> 70

Gly Trp Ile Asn Ile His Ser Gly val Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe

1 5 10 15

Lys Gly



190

<210> 71
<211> 18
<Z212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de 1a Secuencia Artificial: Péptido Sintético"
p

<400> 71
Gly Trp Ile Asn Thr His Ser Gly val Pro Thr Tyr Ala Asp Met Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 72
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: péptido Sintético"

<400> 72

Gly Trp Ile Asn Thr His ser Gly val Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Tyr



AR

191

Lys Gly

<210> 73
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético"

<400> 73
Gly Trp Ile Asn Thr His Ser Gly val Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe

1 5 10 15

Lys Arg

<210> 74
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial



<220>

<221>

<223>

<400>

192

fuente

/nota="Descripcidon de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético"

74

Ala Asn Leu Gly Ser Ser Ala val Asp Tyr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

3 10

75
10
PRT

Ssecuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

75

Ala Arg Leu Gly Ser Cys Ala val Asp Tyr

1

<210>

<211>

«212>

<213>

<220>

<221>

5 10

76

10

PRT

Secuencia Artificial

fuente



<223>

<400>

193

/nota="Descripcibén de la Secuencia artificial:

76

Ala Arg Leu Gly Ser Tyr Ala val Asp Tyr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

5 10

77

10

PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcidn de 1a Secuencia Artificial:

77

Ala Arg Leu Gly Ser ser Ala val Asp Ala

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

5 10

78

112

PRT

Secuencia Artificial

fuente

Péptido Sintético"

Péptido sintético"

201



<223>

sintético"

<400> 78
Asp ITe GIn

1

Asp Arg val

Gly Asp ser

35

Lys Leu Leu

50

Arg Phe Ser

65

Ser Leu Gln

Glu Glu Pro

Leu

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Pro

TYr

100

Thr

Ile

Met

Tyr

ser

Glu

85

Thr

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

70

ASp

Phe

/nota="pescripcion

ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

de

Pro

Lys

Tyr

40

ser

Gly

Ala

Gln

194

Tla

ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

105

Secuencia

Ser

10

ser

GlIn

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Leu

Gln

LYS

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

ser

ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

val

Artificial:

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

ASp

30

Lys

val

Thr

Gln

Ile

110

val

15

Tyr

Ala

Pro

Ile

Asn

95

Lys

Gly

ser

Pro

Ser

Ser

80

ASnh

Arg

Polipéptido



195

<210> 79
<211> 112
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

. <223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético"
<400> 79

Asp Ile GIn Leu Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly

1 5 10 15

Asp Arg val Thr I1e Thr Cys Lys Ala ser Gln Ser val Asp Tyr Ser

20 25 30

Gly Asp Ser Tyr Met Ser Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro

35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly val Pro Ser

50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gty Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile ser



196

65 70 75 80

Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Asn Asnh

85 90 95

Glu Glu Pro Tyr Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg

100 105 110

<210> &0
<211> 117
<212> PRT

<213> Secuvencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripciéon de la Secuencia Artificial: Polipéptido

Sintético”

<400> 80
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala ser Gly His Thr Phe Thr Thr Tyr

20 25 30



Gly Met

Gly Trp

50

Lys Gly

65

Leu GIn

Ala Arg

val Thr

Ser

35

Ile

Arg

Met

Leu

val

115

<210> 81

<211> 117

<212> PRT

Trp

Asn

Phe

Asn

Gly

100

Ser

val

Thr

Thr

Ser

85

Ser

Ser

Arg

His

Ile

70

Leu

Ser

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Ala

<213> Secuencia Artificial

<220>

197

Ala Pro Gly

40

Gly val pro

Leu Asp Asn

Ala Glu Asp

90

val Asp Tyr

105

Lys

Thr

Ser

75

Thr

Trp

Gly Leu

45

Tyr Ala

60

Lys Ash

Ala val

Gly GIn

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Trp

ASp

Ala

Tyr

95

Thr

val

Phe

Tyr

80

Cys

Leu



<221> fuente

<223>

Sintético"

/nota="Descripcidon

<400> 81

Glu val Gln

1

ser

Gly

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Met

Trp

50

Gly

Gln

Arg

Arg

ser

35

Ile

Arg

Met

Leu

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

AsSn

Gly

val

ser

val

Thr

Thr

ser

85

ser

Glu

Cys

Arg

His

Ile

70

Leu

Ser

Ser

Ala

GIn

Ser

55

ser

Arg

Ala

de

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

val

198

1a

Gly

Ser

25

Pro

val

ASp

Glu

ASp

secuencia

Gly

10

Gly

Gly

Pro

Asn

ASp

90

Tyr

Leu

His

Lys

Thr

Ser

75

Thr

Trp

val

Thr

Gly

Tyr

€0

Lys

Ala

Gly

Artificial:

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

GIn

Pro

Thr

30

Glu

AsSp

Thr

Tyr

Gly

Gly

15

Thr

Trp

AspP

Ala

Phe

95

Thr

Gly

Tyr

val

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

rolipéptido



199

100 105 110

val Thr val Ser Ser

115

<210> 82
<211> 112
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: polipéptido

Sintético"

<400> 82
Asp Ile Gin Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly

1 5 10 15

asp Arg val Thr Ile Thr Cys Lys ala Ser Gln Ser val Asp Tyr Ser

20 25 30

Gly Asp Ser Tyr Met Ser Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro

35 40 45



200

Lys Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Tyr Arg Glu Ser Gly val Pro Ser

50 35 60

Arg Phe ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser

65 70 75 80

Ser Leu Gin Pro Glu Asp pPhe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Asn Asn

85 90 95

Glu Glu Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg

100 105 110

<210> 83
<211> 112
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: polipéptido

sintético”

<400> 83
Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly

1 5 10 15



Asp

Gly

Lys

Arg

65

Ser

Glu

Arg

Asp

Leu

50

Phe

Leu

Glu

<210> 84

<211> 11

<212> PR

<213>

<220>

val

sSer

35

Leu

Ser

Gln

Pro

7

T

Thr Ile

20

Tyr Met

Ile Tyr

Gly ser

Pro Glu

85

Tyr Thr

100

Thr

Ser

Gly

Gly

70

ASp

Phe

cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

Secuencia Artificial

LyS

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

201

Ala

25

GIn

Tyr

Thr

Thr

Gly

105

Ser

Gin

Arg

Asp

TYyr

90

Thr

GlIn

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

val

val

Gly

45

Gly

Ley

Gln

Glu

Asp

30

Lys

val

Thr

GIn

Ile

110

Tyr

Ala

Pro

Ile

Asn

95

Lys

ser

Pro

Ser

Ser

80

Asn

Arg



<221> fuente

<223>

Sintético”

/nota="Descripcion

<400> 84

Glu val Gln

1

ser

Gly

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Met

Trp

50

Gly

Gln

Arg

Arg

ser

35

Ile

Arg

Met

Leu

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

AsSn

Gly

val

Ser

vai

Thr

Thr

Ser

85

Ser

Glu

Cys

Arg

His

Ile

70

Leu

TYyr

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Ala

de

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

val

202

la

Gly

Ser

25

Pro

val

ASp

Glu

ASp

Secuencia

Gly

10

Gly

Gly

Pro

Asn

AsD

90

Tyr

Leu

His

Lys

Thr

ser

75

Thr

Trp

val

Thr

Gly

Tyr

60

LyS

Ala

Gly

Artificial:

Glin

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

GlIn

Pro

Thr

30

Glu

ASp

Thr

Tyr

Gly

Gly

15

Thr

Trp

ASp

Ala

Tyr

a5

Thr

Gly

Tyr

val

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

Polipéptido

240



24

203

100 105 110

val Thr val Ser Ser

115

<210> 85
<211> 117
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripciéon de la Secuencia Artificial: Polipéptido

sintético”

<400> BS5
Glu Ile GIn Leu val Glu ser Gly Gly Gly teu val GIn Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly His Thr Phe Thr Thr Tyr

20 25 30

Gly Met Ser Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met

35 40 45



212

204

Gly Trp Ile Asn Thr His Ser Gly val Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe

50 55 60

Lys Gly arg Phe Thr Ile Ser Leu Asp Asn Ser Lys Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Phe Cys

85 90 95

Ala Arg Leu Gly Ser Tyr Ala val Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu

100 105 110

val Thr val Ser Ser

115

<210> 86
<211> 113
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido

sintético”

<400> 86



Asp

Asp

Asn

Pro

ser

65

ser

Thr

Arg

Ile

Arg

Gly

LysS

50

Arg

Ser

His

Gln

val

Ile

35

Leu

Phe

Leu

val

Met

Thr

20

Thr

Leu

ser

Gln

Pro

100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Pro

B5

Leu

Gln

Thr

Leu

Tyr

ser

70

Glu

Thr

Ser

Cys

His

Arg

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Trp

40

val

ser

Phe

Gly

205

ser

Thr

25

TYr

Ser

Gly

Ala

Gln

105

Ser

10

Ser

Glin

Asn

Thr

Thr

90

Gly

Leu

Gln

Gin

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

LYysS

Ala

Leu

Pro

45

ser

Thr

Cys

val

Ser

val

30

Gly

Gly

Leu

ser

Glu

110

val

15

His

Lys

val

Thr

Gln

95

Ile

Gly

Ile

Ala

Pro

Ile

80

Ser

Lys

290



206

<210> 87
<211> 123
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia artificial:

Ssintético”

<400> 87

Glu val Gin Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro

1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ile

20 25 30

Tyr Met Asn Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu

35 40 45

Gly Asp Ile Asn Leu Asp Ash Gly Gly Thr His Tyr Asn GlIn

50 55 60

Lys Gly Arg phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr

Gly Gly

15

Asp Tyr

Trp val

Lys Phe

Leu Tyr

Polipéptido

>



207

65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys

85 90 95

Ala Arg 6lu Gly val Tyr His Asp Tyr Asp Asp Tyr Ala Met Asp Tyr

100 105 110

Trp Gly GIn Gly Thr teu val Thr val Ser Ser

115 120

<210> 88
<211> 13
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido Sintético”

<400> 88
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser Thr His

1 5 10

<210> 89

«211> 13

20



216
208

<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

«223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 89
Glu Asp Leu Gly val Tyr Phe Cys Ser GIn Ser Thr His

1 5 10

<210> 90
<211> 39
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidén de la Secuencia Artificial: oOligonucledtido

sintético"

<400> 90

gaagacttcg caacttatta ctgtagccag agcacccac 39

<210> 91
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial



<220>

<221>

<223>

sintético”

<400>

209

fuente

/nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: o0ligonucledtido

91

gaagacttcg caacttattw ctgtagccag agcacccac 39

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

92
13
PRT

secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido Sintético"

92

Gly Lys Gly Leu Glu Trp val Gly Asp Ile Asn Leu ASp

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

5 10

93

13

PRT

Secuencia Artificial

205



210

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 93
Gly Lys Ser Leu Glu Trp Ile Gly Asp Ile Asn Leu Asp

1 5 10

<210> 94
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Ta Secuencia Artificial:

sintético"

<400> 94

ggtaagggcc tggaatgggt tggtgatatc aacctggat

<210> 9§
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

Oligonucledtido

39



2\9
211

<223> /nota="Descripcién de 1la Secuencia Artificial: Oligonucledtido

sintético"

<400> 95

ggtaagggcec tggaatggrt cggtgatate aacctggat 39

<210> 96
<211> 26
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Ja Secuencia Artificial: Péptido Sintético"

<400> 96
Gln Lys Phe Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn

1 5 10 15

Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg

20 25

<210> 97
<211> 26
<212> PRT

<213> secuencia artificial



212

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido sintético”

<400> 97
Gin Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr val Asp Lys Ser Ser Ser

1 5 10 15

Thr Ala Tyr Met Glu Leu His Ser Leu Thr

20 25

<210> 98
<211> 78
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de Ja Secuencia Artificial: 0ligonucleotido

sintético”
<400> 98
cagaaattca aaggtcgttt cactataagc cgcgacacct ccaaaaacac actgtaccta 60
caaatgaaca gcttaaga 78

<210> 99



04

213

<211> 78
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de 1la Secuencia Artificial: o©ligonucledtido

sintético"

<400> 99

cagaaattca aaggtcgtky cactmtcagc sktgacamgt ccarsarcac asygtacmtg 60

caaatgaaca gcttaaga 78

<210> 100
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: pPéptido Sintético"

<400> 100

Arg Thr Ser GIn Ser Leu val His Ile Asn Gly Ile Thr Tyr Leu His

1 5 10 15

<210> 101



214

<211> 7
<212> PRT

<213> sSecuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de l1a Secuencia artificial: Péptido Sintético”

<400> 101
Arg val Ser Asn Arg Phe Ser

1 5

<210> 102
<211> 9
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 102
ser Gln Sser Thr His val Pro Leu Thr

1 5

<210> 103
<211> 10

<212> PRT



215

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 103

Gly Tyr Thr Phe Ile Asp Tyr Tyr Met Asn

1 5 10

<210> 104
<211> 18
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”
<400> 104

Gly asp Ile asn Leu Asp Asn Gly Gly Thr His Tyr Asn GIn Lys Phe

1 5 10 15

Lys Gly



216

<210> 105
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220
<221> fuente

<223> /nota="pescripcidén de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 105
Ala Arg Glu Gly val Tyr His Asp Tyr Asp Asp Tyr aAla Met Asp Tyr

1 5 10 15

<210> 106
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de Ta Secuencia Artificial: péptido sintético”

<400> 106
GIn Thr ser GIn Ser Leu val His Ile Asn Gly Ile Thr Tyr Leu His

1 5 10 15

<210> 107

<211> 16



217

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptide Sintético”

<4Q0> 107
Arg Thr Ser GIn Ser Leu val His Tyr Asn Gly Ile Thr Tyr Leu His

1 5 10 15

<210> 108
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido Sintético”

<400> 108
Arg Thr Ser GIn Ser Leu val Pro Ile Asn Gly Ile Thr Tyr Leu His

1 5 10 15

<210> 109
<211> 16
<212> PRT

<213> secuencia Artificial



218

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético"

<400> 109
ser Thr Ser GIn Ser Leu val His Ile Asn Gly Ile Thr Tyr Leu His

1 5 10 15

<210> 110
<211> 16
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

«223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético”

<400> 110
Arg Thr Ser GIn Ser Leu val His Leu Asn Gly Ile Thr Tyr Leu His

1 5 10 15

<210> 111
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>



X2

219

<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de la Secuencia Artificial: péptido Sintético"

<400> 111
Leu Thr Ser GIn Ser Leu val His Ile Asn Gly Ile Thr Tyr Leu His

1 5 10 15

<210> 112
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 112
Arg Trp Ser GIn Ser Leu val His Ile Asn Gly Ile Thr Tyr Leu His

1 5 10 15

<210> 113
<211> 16
<212> PRT

<213> Ssecuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: péptido sintético"



220

<400> 113
Arg Pro Ser GIn Ser Leu val His Ile Asn Gly Ile Thr Tyr Leu His

1 5 10 15

<210> 114
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia aArtificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="pescripcién de la secuencia artificial: Péptido Sintético”

<400> 114
Arg Thr His GIn Ser Leu val His Ile Asn Gly Ile Thr Tyr Leu His

1 5 10 15

<210> 115
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: péptido Sintético"

<400> 115



29

221

Arg Thr Ser GIn Ser val val His Ile asn Gly Ile Thr Tyr Leu His

1 5 10 15

<210> 116
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido Sintético"

<400> 116
Arg Thr Ser GIn Ser Leu val His Thr asn Gly Ile Thr Tyr Leu His

1 5 10 15

<210> 117
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 117
Arg Thr Ser GIn Ser Leu val His Leu Asn Gly Ile Thr Tyr Leu His

1 5 10 15



222

<210> 118
<211> 16
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia Artificial: péptido Sintético"

<400> 118
Arg Thr Ser GlIn Ser Leu val His Pro Asn Gly Ile Thr Tyr Leu His

1 5 10 15

<210> 119
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia artificial: Péptido Sintético"

<400> 119
Arg Thr Ser Gln Ser Leu val His Ile Asn Gly Ile Thr Tyr Leu Gly

1 5 10 15



231

223

<210> 120
<211> 16
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidon de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 120

Thr Thr Ser GIn Ser Leu val His Ile Asn Gly Ile Thr Tyr Leu His

1 5 10 15

<210> 121
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: péptido Sintético™
<400> 121

Leu Thr Ser Gln Ser Leu val His Xle Asn Gly Ile Thr Tyr Leu His

1 5 10 15

<210> 122



224

<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 122
Arg Thr Ser Asp Ser Leu val His Ile Asn Gly Ile Thr Tyr Leu His

1 5 10 15

<210> 123
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido Sintético”

<400> 123
Arg Thr Ser GIn Gly Leu val His Ile Asn Gly Ile Thr Tyr Leu His

1 5 10 15

<210> 124
<211> 16

<212> PRT



225

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la secuencia Artificial: Péptido Sintético"”

<400> 124
Arg Thr Ser Gln Ser Leu val His Tyr asn Gly Ile Thr Tyr Leu His

1 5 10 15

<210> 125
<211> 7
<212> PRT

«213> Secuencia Artificial

<22(>
<221> fuente

«223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 125
Arg val Ser Asn Asp Phe Ser

1 5

<210> 126
<211> 7
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial



<220>

<221>

<223>

<400>

226

fuente

/nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: péptido Sintético"

126

Arg val Ser Asn Arg Ile Ser

1

<210>

«211>

<212

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

5

127

PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

127

arg val ser Asn Arg Thr Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

5

128

PRT

Secuencia Artificial

fuente



227

<223> /nota="pescripcion de la Secuencia Artificial: pPéptidoe Sintético"

<400> 128
Arg val Ser Asn Arg Gly Ser

1 5

<210> 129
<211> 7
<2172> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: péptido Sintético"

<400> 129
Arg val Ser Asn Arg Aala Ser

1 5

<210> 130
<«211> 9
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la secuencia Aartificial: péptido sintético”



228

<400> 130
Ala GIn Ser Thr His val Pro Leu Thr

1 5

<210> 131
<21i1> 9
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripciéon de la Secuencia Artificial: péptido Sintético”

<400> 131
Gly GIn Ser Thr His val Pro Leu Thr

1 5

<210> 132
<211> 9
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la Secuencia artificial: péptido Sintético”

<400> 132

Leu GIn Ser Thr His val Pro Leu Thr



229

<210> 133
<211> 9
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<221> fuente

«223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: péptido Sintético"

<400> 133
ser Gin Ser Cys His val pro Leu Thr

-

1 5

<210> 134
<211> 9
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: pPéptido Sintético"

<400> 134
ser Gln Ser Thr phe val Pro Leu Thr

1 5

227



230

<210> 135
<211> 9
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 135
Ala Gln Ser Thr His val Pro Leu Thr

1 5

<210> 136
<211> 9
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido sintético"

<400> 136

Gly Gln Ser Thr His val Pro Leu Thr

1 5

<210> 137



231

<211> 9
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético"”

<400> 137
Leu GIn Ser Thr His val Pro Leu Thr

1 5

<210> 138
<211> 9
«212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético"

<400> 138
aAla GIn Ser Thr His val Pro Leu Thr

1 5

<210> 139
<211> 9

<212> PRT



232

<213> secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<4Q0> 139
Asn Gln Ser Thr His val Pro Leu Thr

1 5

<210> 140
<211> ¢
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido Sintético”

<400> 140
Ala 6In Ser Thr His val Pro Leu Thr

1 5

<210> 141
<«211> 9
<212> PRT

<213> secuencia artificial

QD



<220>

<221>

<223>

<400>

233

fuente

/nota="Descripciéon de 1a Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

141

Ile GIn Ser Thr His val Pro Leu Thr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400

5

142
9
PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido Sintético”

142

Leu GIn Ser Thr His val Pro Leu Thr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

221>

5

143

PRT

secuencia Artificial

fuente

24



234

<223> /nota="pescripcién de la secuencia Artificial: pPéptido Sintético”

<400> 143
val Gln Ser Thr His val Pro Leu Thr

1 5

<210> 144
<211> 9
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de 1a Ssecuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 144
Thr Gin Ser Thr His val Pro Leu Thr

1 5

«210> 145
<211> 9
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: péptido Sintético"

242



235

<400> 145

Lys Gln Ser Thr His val Pro Leu Thr

1 5

<210> 146
<211> 10
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: péptido sintético”

<400> 146
Gly Tyr Thr val Ile Asp Tyr Tyr Met Asn

1 5 10

<210> 147
<211> 10
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido Sintético”

<400> 147

40



236

Gly Tyr Thr Phe Ile Asp Tyr Tyr Ile Asn

1 5 10

<210> 148
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

«221> fuente

<223> /nota="Descripcion de 1a secuencia Artificial:

<400> 148
Gly Tyr Asn Phe Ile Asp Tyr Tyr Met Asn

1 5 10

<210> 149
<211> 10
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia artificial:

<400> 149
Gly Tyr Thr Phe Met Asp Tyr Tyr Met Asn

1 5 10

Péptido Sintético”

Péptido Sintético”



237

<210> 150
<211> 10
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia Artificial:

<400> 150
Gly Tyr Thr Phe Arg Asp Tyr Tyr Met Asn

1 5 10

<210> 151
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcidon de 1a Secuencia artificial:

<400> 151
Gly Tyr Thr phe Ser Asp Tyr Tyr Met Asn

1 5 10

Péptido Sintético"

Péptido Sintético”



238

<210> 152
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: péptido Sintético"

<400> 152
Gly Tyr Thr Phe Ile Asp GIn Tyr Met Asn

1 5 10

<210> 153
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221>. fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: péptido Sintético”

<400> 153
Gly Tyr Thr Phe Ile Asp Lys Tyr Met Asn

1 5 10

<210> 154

<211> 18



239

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de Ta Secuencia Artificial: Péptido Sintético"

<400> 154
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Gly Gly Gly Thr His Tyr Asn GIn Lys Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 155
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: péptido Sintético"

<400> 155

Gly Asp ITe Asn Leu Asp Asn Gly Lys Thr His Tyr Asn Gin Lys Phe

1 5 10 15

Lys Gly

24%



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

240

156
18
PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="pescripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

156

Gly Asp Ile Asn Leu Leu Asn Gly Gly Thr His Tyr Asn GIn Lys Phe

1

5 10 15

Lys Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

157
i8
PRT

secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcién de 1a Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

248



241

<400> 157
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Arg Thr His Tyr Asn Gln Lys Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 158
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”
<400> 158

Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly ITe Thr His Tyr Asn Gln Lys Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 159

<211> 18



242

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: péptido sintético”

<400> 159
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Gly Gly His Tyr Asn Gln LyS Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 160
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia aArtificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 160
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Gly Thr His Tyr Ser GIn Lys Phe

1 5 10 15



243

Lys Gly

<210> 161
<211> 18
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético"

<400> 161
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Gly Thr His Tyr Asn Asn Lys Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 162
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de 1a Secuencia artificial: Péptide Sintético”

201



244

<400> 162
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Gly Thr His Tyr Asn Gln Lys Gln

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 163
<211> 18
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de Ta Secuencia artificial: Péptido Sintético”

<400> 163

Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Gly Thr His Tyr Asn GIn Lys Phe

1 5 10 15

Thr Gly

<210> 164

<211> 18



245

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="pescripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 164
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Gly Thr His Tyr Asn GlIn Lys Phe

1 5 10 15

Lys His

<210> 165
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: péptido Sintético"

<400> 165
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Gly Thr His Tyr Asn GIn Lys Phe

1 5 10 15



246

Lys Ser

<210> 166
<211> 18
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético"

<400> 166
Gly Asp Ile Asn Ala Asp Asn Gly Gly Thr His Tyr Asn Gln Lys Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 167
<211> 18
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia artificial: pPéptido sintético”



247

<400> 167
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Thr Thr His Tyr Asn Gln Lys Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 168
<211> 18
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 168

Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Gly Thr His Tyr Asn Ala Lys Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 169

<211> 18
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<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="pescripcién de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 169
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Gly Thr His Tyr Asn Asn Lys Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 170
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidon de la Secuencia Artificial: péptido Sintético”

<400> 170
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Gly Thr His Tyr asn GIn val Phe

1 5 10 15



249

Lys Gly

<210> 171
<211> 18
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido Sintético”

<400= 171
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Gly Thr His Tyr Asn GIn Lys Phe

1 5 10 15

Lys Arg

<210> 172
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético"



250

<400> 172
Gly Asp I1e Asn Leu Asp Arg Gly Gly Thr His Tyr Asn GIn Lys Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 173
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="pescripcion de la Secuencia artificial: pPéptido Sintético”

<400> 173

Gly Asp Ile Asn Ash Asp Asn Gly Gly Thr His Tyr Asn GIn Lys Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 174

<211> 18

285



251

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
«221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido Sintético”

<400> 174
Gly Asp Ile Asn Pro Asp Asn Gly Gly Thr His Tyr Asn Gln Lys Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 175
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
«221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 175
Gly Asp Ile Asn Leu Arg Asn Gly Gly Thr His Tyr Asn GIn Lys phe

1 5 10 15



252

Lys Gly

<210> 176
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: péptido Sintético”

<400> 176
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Tyr Gly Gly Thr His Tyr Asn GIn Lys Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 177
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético"



253

<400> 177
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Ser Gly Gly Thr His Tyr Asn GIn LyS Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 178
<211> 18
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: péptido Sintético”

<400> 178

Gly Asp Ile Asn Leu Asp Arg Gly Gly Thr His Tyr Asn GIn Lys Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 179

<211> 18
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<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

<400> 179
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Lys Gly Gly Thr His Tyr Asn G1n Lys Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 180
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: pPéptido Sintético”

<400> 180
Gly Asp Ile Asn Leu Asp asn Gly val Thr His Tyr asn GIn Lys Phe

1 5 10 15



255

Lys Gly

<210> 181
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de Ja Secuencia Artificial: péptido Sintético”

<400> 181
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Ser Thr His Tyr Asn Gln Lys phe ™

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 182
<211> 18
<2172> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético"



254
256

<400> 182
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Gly Arg His Tyr Asn GIn Lys Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 183
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de 1a Secuencia artificial: péptido Sintético”
<400> 183

Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Gly Thr His val Asn GIn Lys Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 184

<211> 18



257

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético’

<400> 184
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Gly Thr His Ile Asn Gln Lys Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 185
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: pPéptido Sintético”

<400> 185
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Gly Thr His Leu Asn GIn Lys Phe

1 . 5 10 15



258

Lys Gly

<210> 186
«211> 18
<Z212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcitn de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético"

<400> 186
Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Gly Thr His Tyr Asn Gin Lys Phe

1 5 10 15

Lys Arg

<210> 187
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de Ta Secuencia Artificial: péptido sintético”



<400>

259

187

Gly asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Gly Thr His Tyr Asn GIn Lys Phe

1

5 10 15

Lys Ser

<210>

<21l>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

188
16
PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="pescripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético”

188

Asn Arg Glu Gly val Tyr His Asp Tyr Asp Asp Tyr Ala Met Asp Tyr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

5 10 15

189

16

PRT

secuencia Artificial

26



260

<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de 1a Secuencia Artificial: Péptido Sintético"”

<400> 189
Thr Arg Glu Gly val Tyr His Asp Tyr Asp Asp Tyr Ala Met Asp Tyr

1 5 10 15

<210> 190
<211> 16
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: péptido Sintético"

<400> 190
Ala arg Glu Gly val Tyr His Pro Tyr Asp Asp Tyr Ala Met Asp Tyr

1 5 10 15

<210> 191
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia artificial: pPéptido Sintético"



21

261

<400> 191
Ala Arg Glu Gly val Tyr His Pro Tyr Asp Asp Tyr Ala Met Asp Tyr

1 5 10 15

<210> 1927
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido Sintético"

<400> 192
Ala arg Glu Gly val Tyr His Asp Tyr Asp Asp Tyr Ala Trp Asp Tyr

1 5 10 15

<210> 193
<211> 113
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 193
Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly

1 5 10 15



AsSp

Asn

Pro

ser

65

ser

Thr

Arg

Arg

Gly

Lys

50

Arg

Ser

His

val

Ile

35

Leu

Phe

Leu

val

<210> 194

<211> 113

Thr

20

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

100

Ile

Tyr

Ile

Gly

Pro

85

Leu

Thr

Leu

Tyr

sSer

70

Glu

Thr

Cys

His

Arg

55

Gly

Asp

Phe

Arg

Trp

40

val

ser

Phe

Gly

262

Thr

25

TYr

ser

Gly

Ala

Gln

105

Ser

Gln

Asn

Thr

Thr

90

Gly

Gln ser

GIn Lys

Arg phe

60

Asp Phe

75

Tyr Tyr

Thr Lys

Leu

Pro

45

Ser

Thr

cys

val

val His

30

Gly Lys

Gly val

Leu Thr

Gly GIn

95

Glu Ile

110

Ile

Ala

Pro

Ile

80

Ser

Lys

2O



<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 194

Asp Ile GIn

1

Asp

ASn

Pro

ser

65

Ser

Thr

Arg

Ala

Lys

50

Arg

Ser

His

val

Ile

35

Leu

Phe

Leu

val

Met

Thr

20

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Pro

8BS

Leu

Gln

Thr

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Cys

His

Arg

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Trp

40

val

ser

Phe

Gly

263

ser

Thr

25

Tyr

Ser

Gly

Ala

Glin

105

Ser

10

Ser

Glin

Asn

Thr

Thr

g0

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Ala

Leu

Pro

45

ser

Thr

Cys

val

Ser

val

30

Gly

Gly

Leu

Gly

Glu

110

val

15

His

Lys

val

Thr

Gln

95

Ile

Gly

Ile

Ala

Pro

Ile

80

ser

Lys

oy



264

Arg

<210> 195
<211> 123
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 195
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ile Asp Tyr

20 25 30

Tyr Met Asn Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val

35 40 45

Gly Asp Ile Asn Leu Asp Asn Gly Gly Thr His Tyr Asn Gin Lys Phe

50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Lys Ser Lys Asn Thr Ala Tyr

65 70 75 80



265

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr ala val Tyr Tyr Cys

85 90 95

Ala Arg Glu Gly val Tyr His Asp Tyr Asp Asp Tyr Ala Met Asp Tyr

100 105 110

Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser

115 120

<210> 196
<211> 123
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 196
Glu val GIn Leu val Glu ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ile Asp Tyr

20 25 30

Tyr Met Ash Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val

35 40 45

295



Gly Asp Ile

50

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Arg Glu

Trp Gly Gln

115

<210> 197
<211> 25

<212> PRT

Asn

Phe

Asn

Gly

100

Gly

Leu

Thr

Ser

85

val

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 197

AsSp Asn

55

Ile ser

70

Leu Arg

Tyr His

Leu val

Ser

Arg

Ala

ASp

Thr

120

266

Gly Thr

Asp Lys

Glu Asp

90

TYr Asp

105

val ser

His Tyr Asn GIn Lys Phe

60

Ser Lys Asn Thr aAla Tyr

75 80

Thr ala val Tyr Tyr Cys

95

Asp Tyr Ala Met Asp Tyr

110

Ser

Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly

1

5

10

15

234
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Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala ser

20 25

<210> 198
<211> 13
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 198
Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val

1 5 ' 10

«210> 199
<211> 30
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 199
Arg Fhe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln

1 3 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys

20 25 30



268

<210> 200
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 200
Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser

1 5 10

<210> 201
<211> 23
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 201
Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly

1 5 10 15

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys

20

<210> 202
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 202



269

Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

1 5 10 15

<210> 203
<211> 32
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 203
Gly val Pro ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr asp phe Thr

1 5 10 15

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

20 25 30

<210> 204
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 204
phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg

1 5 10

<210> 205

<211> 30



<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

sintético”

<220>

<221>

<222>

<223>

«220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

26

270

PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: pPolipéptido

VARIANTE
(6)..(6

/reemplazar="Arg"

misc_caracteristica
(6)..(6)
/nota="E1 residuo dadc en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en Ta anotacidén para dicha posicidn”

VARIANTE
(8..(8

/reemplazar="asn"

misc_caracteristica
(8)..8%)
/nota="E1 residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aguelilos en la anotacidén para dicha posicién"



271

<220>
<221> VARIANTE
<222> (13)..(13)

<223> /reemplazar="Leu"

<220>

<221> misc_caractaristica

<222> (13)..(13)

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en la anotacién para dicha posicion”

<400> 205
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys asn Thr Ala Tyr Leu GIn

1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys

20 25 30

«210> 206
<211> 31
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 206
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln

1 5 10 15

274



272

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala

20 25 30

<210> 207
<211> 32
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 207
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys asn Thr Ala Tyr Leu Gln

1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg

20 25 30

<210> 208
<211> 31
<212> PRT

<Z213> Homo Sapiens

<400> 208

Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu GlIn

1 5 10 15



281

273

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ser

20 25 30

<210> 209
<211> 32
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 209
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr teu GlIn

1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ser Arg

20 25 30

<210> 210
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético”

<220>

<221> VARIANTE



<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

«220>

<221>

<222>

<223>

274

(2)..(2)

/reemplazar="Arg"

misc_caractaristica

..

/nota="E1l residuo dado en la secuencia no tiene preferencia
con respecto a aquellos en la anotacion para dicha posicién”
VARIANTE

(4)..(4)

/reemplazar="Ggln"

misc_caractaristica
(4)..(4)
/nota="€1 residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en la anotacién para dicha posicion”

VARIANTE
(6)..(6)

/reemplazar="val"

misc_caractaristica
(6)..(6)
/nota="El residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en la anotacién para dicha posicién”



275

<220>
<221> VARIANTE
<222 (..

<223> /reemplazar="Leu" o "Arg" o "ser" o "Trp"

<220>

<221> misc_caractaristica

<222> (9)..(9)

<223> /nota="E] residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en las anotaciones para dichas posiciones™

<220>
<221> VARIANTE
<222> (14)..(14)

<223> /reemplazar="val"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (14)..(14)

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en la anotacién para dicha posicion”

<400> 210
Lys Ala Ser His Ser Gly Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Ser

1 5 10 15

<210> 211

<211> 7



<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

276

PRT

secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcidén de la Secuencia Artificial: péptido sintético"

VARIANTE

(4)..(4)

/reemplazar="Tyr"

VARIANTE
(5)..(5

/reemplazar="aArg" o "Tyr"

misc_caracteristica

(4)..(5)

/nota="Los residuos dados en 1a secuencia no tienen preferencia
con respecto a aquellos en las anotaciones para dichas posiciones”
VARIANTE

(7)..(7)

/reemplazar="ser"
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<221> misc_caracteristica
<222> (.. (7)
<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en la anotacién para dicha posicién”

<400> 211
Gly Ala Ser Asn Leu Glu Gln

1 5

<210> 212
<211> 9
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de Ta Secuencia Artificial: Péptido sintético"

<220>
<221> VARIANTE
<222> {6)..(6)

<223> /reemplazar="Glu"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (6)..(6)

<223> /nota="€l residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aguellos en la anotacion para dicha posicion”

285



278

<220>
<221> VARIANTE
<222> (8)..(8®)

<223> /reemplazar="Tyr"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (8)..(8)

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en la anctacidén para dicha posicién”

<400> 212
Gln Gln Asn Asn Glu Asp Pro Phe Thr

1 5

<210> 213
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido sintético”

<220>
<221> VARIANTE

<222> (2)..(2)



<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

«220>

<221>

«222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

279

/reemplazar="val"

VARTANTE
3)..(»

/reemplazar="Thr"

VARIANTE
(4)..(H

/reemplazar="Gly" o "arg" o "ser"

VARIANTE
(5)..(5)

/reemplazar="Gly" o "Arg" o "Thr"

misc_caracteristica
2)..(5%)
/nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen preferencia

con respecto a aquellos en las anotaciones para dichas posiciones"

VARIANTE
(®..09

/reemplazar="Tyr"

misc_caracteristica



280

<222> (9)..(9)
<223> /nota="E] residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en la anotacién para dicha posicion”

<400> 213
Gly His Arg Phe Asp Thr Tyr Gly Met Ser

1 5 10

<210> 214
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: péptido sintético”

<220>
<221> VARIANTE
<222> (5)..(%)

<223> /reemplazar="Met" o "Thr" o "Trp"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (6)..(6)

<223> /reemplazar="Arg"

<220>



281

<221> misc_caracteristica
<222> (5)..(6)
<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen preferencia

con respecto a aquellos en Tas anotaciones para dichas posiciones”

<220>
<221> VARIANTE
<222> (12)..(12)

<223> /reemplazar="Met" o "Thr” o "Tyr"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (12)..Q12)

<223> /nota="E1 residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en las anotaciones para dichas posiciones”

<220>
<221> VARIANTE
<222> (14)..(14)

<223> /reemplazar="His"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (15)..(15)

<223> /reemplazar="Met” o "Thr"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (16)..(16)

<223> /reemplazar="Tyr"
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<220>
<221> VARIANTE
<222> (17)..(17)

<223> /reemplazar="Ser"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (18)..(18)

<223> /reemplazar="arg"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (14)..(18)

<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen preferencia

con respecto a aquellos en las anctacicnes para dichas posiciones”

<400> 214
Gly Trp Ile Asn Ile His Ser Gly val Pra Thr Ile Ala Asp Asp Phe

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 215
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial



<220>

<221>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

271

283

fuente

/nota="pescripcién de la Secuencia Artificial: péptido sintético”

VARIANTE
(2)..(2)

/reemplazar="arg"

misc_caracteristica
(2)..(2
/nota="€El residuo dado en Ta secuencia no tiene preferencia

con respecto a aguellos en las anotaciones para dichas posiciones"

VARIANTE
(6)..(6)

/reemplazar="ser" o "Tyr'

misc_caracteristica

(6)..(6)
/nota="el residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en las anotaciones para dichas posiciones"

VARIANTE



2912

284

<222> (10)..(10)

<223> /reemplazar="Tyr"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (10)..(10)

<223> /nota="E]l residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en la anotacién para dicha posicién”

<400> 215
Ala Asn Leu Gly Ser Cys Ala val Asp Ala

1 5 10

<210> 216
<211> 25
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="pescripcidn de la Secuencia artificial: péptido sintético”

<220>
<221> VARIANTE
«222> (2)..(2)

<223> /reemplazar="val"

<220>



<221>

<222>

<223>

<400>

285

misc_caracteristica
..
/nota="€E1 residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en la anotacioén para dicha posicidn”

216

Glu 17e GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly

1

5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys aAla ala Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

20 25

217
13
PRT

secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcidon de la secuencia Aartificial: Péptido sintético”

VARTANTE
(13)..(13)

/reemplazar="val"



2494

286

<221> misc_caracteristica
<222> (13)..(13)
<223> /nota="el residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en Ta anotacion para dicha posicién"

<400> 217
Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

1 5 10

<210> 218
<211> 32
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la sSecuencia Artificial: Polipéptido

sintético"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (4)..(4)

<223> /reemplazar="Ile"

<220>
<221> misc_caracteristica
<222> {4)..(4)

<223> /nota="E1 residuc dado en la secuencia no tiene preferencia



<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

287

con respecto a aquellos en la anotacidn para dicha posicion”

VARTANTE
(6)..(6)

/reemplazar="arg"

misc_caracteristica
(6)..(6)
/nota="El residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquelles en Ta anotacidn para dicha posicion'

VARIANTE

(8)..(8

/reemplazar="Thr"

misc_caracteristica
(8)..(8
/nota="E1 residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en la anotacidon para dicha posicion”

VARIANTE
(10)..Q103

/reemplazar="61u" o "Lys" o "Thr"



288

<221> VARIANTE
<222> (11)..(11)

<223> /reemplazar="ser"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (10)..(1D)

<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen preferencia

con respecto a aquellos en las anotaciones para dichas posiciones"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (13)..(13)

<223> /reemplazar="Leu" or "Met" or "Thr" or "val"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (13)..(13)

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en las anotaciones para dichas posiciones"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (29)..029)

<223> /reemplazar="Tyr"

<220>
<221> misc_caracteristica
<222> (29)..(29)

<223> /nota="€1 residuo dado en la secuencia no tiene preferencia



297

289

con respecto a aquellos en 1a anotacidn para dicha posicién”

<400> 218
Arg Phe Thr Phe Ser Leu Asp Ash Ser Ala Ash Thr Ala Tyr Leu G1n

1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Phe Cys Ala Arg

20 25 30

<210> 219
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido sintético"

<400> 219
Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser

1 5 10

<210> 220
<211> 32
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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290

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripciéon de la Secuencia Artificial: Ppolipéptido

sintético"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (6)..(6)

<223> /reemplazar="Arg"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (6)..(6)

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en la anotacién para dicha posicidén”

<220>
<221> VARIANTE
<222> (13)..(13)

<223> /reemplazar="Leu" or "Met” or "Thr" or "val"

<2205

<221> misc_caracteristica

<2225 (13)..(13)

<223> /nota="€l residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en las anotaciones para dichas posiciones”

<400> 220

Arg Phe Thr Ile Ser Leu Asp Asn Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln



Sy

221

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg

20 25 30

<210> 221
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido sintético”

<400> 221
Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys

1 5 10

<210> 222
«211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de 1a Secuencia Artificial: péptido sintético”



<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222»

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>
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VARIANTE
(1..(L)

/reemplazar="G1n" o "Arg" o "ser" o "Thr"

VARIANTE
(2)..(D

/reemplazar="Thr" o "Trp"

VARIANTE
(3)..(3)

/reemplazar="ser"

VARIANTE
(4.4

/reemplazar="G1n"

VARIANTE
(5)..(5)

/reemplazar="Ser"

VARIANTE
(6)..(6)

/reemplazar="val"



<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221;
<222>

<223>

<220>
<221>

<222>
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misc_caracteristica
(1..(6)
/nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen preferencia

con respecto a aquellos en las anotaciones para dichas posiciones”

VARIANTE
8)..(8&

/reemplazar="pPro"

VARIANTE
9..9

/reemplazar="Leu" o "Pro" o "Thr"” o "Tyr"

VARIANTE
(10)..Q10)

/reemplazar="GIn" o "Ser"

VARIANTE
(11).. (1D

/reemplazar="Gly" o "ser"

misc_caracteristica

(8)..(11
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<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen preferencia

con respecto a aquellos en las anotaciones para dichas posiciones”

<220>
<221> VARIANTE
<222> (16)..(16)

<223> /reemplazar="His"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (16}..(16)

<223> /nota="E1 residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en la anotacién para dicha posicion”

<400> 222
Leu Pro His Asp Gly Leu val His Ile Asn Ala Ile Thr Tyr Leu Gly

1 5 10 15

<210> 223
<211> 7
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido sintético"

<220>
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<221> VARIANTE
<222> (5)..(5)

<223> /reemplazar="Arg"

<220>
<221> YARIANTE
<222> (6)..(6)

<223> /reemplazar="Gly" o "Phe" o "Ile" o "Thr"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (5)..(6)

<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen preferencia

con respecto a aquellos en las anotaciones para dichas posiciones"

<400> 223
Arg val Sser Asn Asp Ala Ser

1 5

<210> 224
<211> 9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido sintético”

200
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<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)..(D

<223> /reemplazar="Gly" o "Ile" o "Lys" o "Leu" o "Asn" ©

"Ser” 0 nThrll o uva'lu

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(1)

<223> /nota="E1 residuc dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en las anotaciones para dichas posiciones”

<220>
<221> VARIANTE
<222> (4)..(4)

<223> /reemplazar="Thr"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (5)..(5)

<223> /reemplazar="His

<220>

<221> misc_caracteristica

«222> (4)..(%)

<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen preferencia

con respecto a aquellos en las anotacicnes para dichas posiciones”

<400> 224

Ala GIn Ser Cys Phe val Pro Leu Thr



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>
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225
10
PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcidén de la Secuencia Artificial:

VARIANTE
..

/reemplazar="Thr"

VARIANTE
4.. @

/reemplazar="val"

VARIANTE
(5)..(%)

Jreemplazar="Met" o "Arg" o "ser"

misc_caracteristica

Péptide sintético”
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«222> (3)..(5)
<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen preferencia
con respecto a aquellos en las anotaciones para dichas posiciones”
<220>
<221> VARIANTE
<222> (7).. (D
<223> /reemplazar="61n" o "Lys"
<220>
<221> misc_caracteristica
<222> (7)..(7N)
<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene preferencia
con respecto a aquellos en las anotaciones para dichas posiciones”
<220>
<221> VARIANTE
<222> (9)..(®)
<223> /reemplazar="Met"
<220>
<221> misc_caracteristica
<222> (9)..(9)
<223> /nota="El residuc dado en la secuencia no tiene preferencia
con respecto a aquellos en la anotactén para dicha posicion”
<400> 225

Gly Tyr Asn Phe Ile Asp Tyr Tyr Ile Asn

1

5 10



<210>

<211>

<212

<213>

<220>

<221>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221~

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>
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226
18
PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: péptido sintético"

VARIANTE
(5)..(5)

/reemplazar="Leu" o "Asn" o "Pro"

VARIANTE
(6)..(6)

/reemplazar="Leu" o "Arg"

VARIANTE
N..7N"

/reemplazar="tys" o "Asn" o "Arg" o "Ser" o "Tyr"

VARIANTE
(8)..(8)

/reemplazar="ser"



<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>
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VARIANTE
@®..(9)

/reemplazar="17e" 0 "Lys” o "Arg" o "ser" o "Thr" o "val"

VARIANTE
(10)..(10)

/reemplazar="Arg" o "Thr"

misc_caracteristica
(5)..(10)
/nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen preferencia

con respecto a aquellos en las anotaciones para dichas posiciones”

VARIANTE
(12)..(12)

/reemplazar="val" o "Tyr"

VARIANTE
(13)..(13)

/reemplazar="ser"

VARIANTE

(14)..(14)
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<223> /freemplazar="asn" o "GIn"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (15)..¢15)

<223> /reemplazar="val"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (16)..(16)

<223> /reemplazar="GIn"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (17)..(Q17)

<223> /reemplazar="Thr"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (18)..(18)

<223> /reemplazar="His" o "Arg"” o "ser"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (12)..(18)

<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen preferencia

con respecto a aguellos en Tas anotaciones para dichas posiciones"

<400> 226

Gly Asp Ile Asn Ala Asp Gly Gly Gly Gly His Ile Asn Ala Lys Fhe



>0
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Lys Gly

<210> 227
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido sintético"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (1)..(1)

<223> /reemplazar="Asn" o "Thr"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (D..(L

<223> /nota="E1 residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en las anotaciones para dichas posiciones”

<220>

<221> VARIANTE
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<222> (8)..(8)

<223> /reemplazar="pro"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (8)..(8)

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en la anotacidn para dicha posicién”

<220>
<221> VARIANTE
<222> (14)..(14)

<223> /reemplazar="Trp"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (14)..(14)

<223> /nota="E] residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aguellos en la anotacidon para dicha posicion”

<400> 227
Ala Arg GTu Gly val Tyr His Asp Tyr Asp Asp Tyr Ala Met asp Tyr

1 5 10 15

<210> 228
<211> 13
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido sintético”

<220>
<221> VARIANTE
<222> (13)..(13

<223> /reemplazar="val"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (13)..013)

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en la anotacion para dicha posiciéon”

<4Q0> 228
Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

1 5 10

<210> 229
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la Secuencia Artificial: Polipéptido

sintético"
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<220>
<221> VARIANTE
<222> (2)..(2)

<223> /reemplazar="val"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (2)..(2)

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en la anotacidén para dicha posicién”

<220>
<221> VARIANTE
<222> (4)..(4)

<223> /reemplazar="_Leu"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (4)..(4D

<223> /nota="E] residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en la anotacién para dicha posicién”

<220>
<221> VARIANTE
<222> (6)..(6)

<223> /reemplazar="arg" o "vai"

<220>
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<221> misc_caracteristica
<222> (6)..(6)
<223> /nota="E1 residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en las anotaciones para dichas posiciones™

<220>
<221> VARIANTE
<222> (8)..(8)

<223> /reemplazar="Asn"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (8)..(8)

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en la anotacién para dicha posicion”

<220>
<221> VARIANTE
«222> (10)..{10)

<223> /reemplazar="Asn" o "Arg" o "ser"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (11)..(11)

<223> /reemplazar="5er"

<220>
«<221> misc_caracteristica
<222> (10)..(11)

<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen preferencia



<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<2205

«221>

<222>

<223>

<400>

20

307

con respecto a aguellos en las anotaciones para dichas posiciones”

VARIANTE

(13)..(13)

/reemplazar="Leu"” o "val"

misc_caracteristica

(13)..(13)

/nota="El residuo dado en 1a secuencia no tiene preferencia
con respecto a aquelios en las anotaciones para dichas posiciones”
VARIANTE

(15)..(15)

/reemplazar="Mmet"

misc_caracteristica

(15)..(15)

/nota="E1 residuc dado en 1a secuencia no tiene preferencia
con respecto a aquellos en la anotacién para dicha posicion”
229

Arg Phe Thr Ile Ser Leu Asp Lys Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln

1

5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys



6
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20 25 30

<210> 230
<211> 32
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido

sintético"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (8)..(8)

<223> freemplazar="Lys"

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (8)..(8)

<223> /nota="E1 residuo dado en la secuencia no tiene preferencia

con respecto a aquellos en la anotacidn para dicha posicién”

«220>
<221> VARIANTE
<222> (13)..(13)

<223> /reemplazar="Leu" o "val"



317
309

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (13)..(13)

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene_preferencia

con respecto a aquelios en las anotaciones para dichas posiciones”

<400> 230
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asnh Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln

1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg

20 25 30

<210> 231
<211> 30
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 231

Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln

1 5 10 15

Met Asn Ser teu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys

20 25 30

<210> 232
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<211> 6
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de lo desconocido: Secuencia eucariota"

<220>
<221> base_modificada
«222> (2)..(2)

<223» a, ¢, t, g, desconocido u otro

<400> 232

cncaat 6

<210> 233
<211> 6
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de o desconocido: Secuencia eucariota"

<400> 233

aataaa 6
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-EGFL7 que comprende un dominio variable que
comprende al menos uno, dos, tres, cuatro 0 cinco secuencias de region
hipervariable (HVR) seleccionadas del grupo que consta de:

(i) HVR-L1 que comprende KX;SX,SX3DYX4GDSYXsS, en donde X, es
AoR; X;esHo Q; X3 es G oV, X4 se selecciona del grupo que consta de D, L, R,
S, yW,yXses MoV (SEC ID N°: 210);

(i) HVR-L2 que comprende GASX X:EX;, en donde X1 esNo Y; X; se
selecciona del grupo que constade L, Ry Y; y X; es Q 0 S (SEC ID N° 211);

(i)  HVR-L3 que comprende QQNNEX;PX,T, endonde X;es Do E; y X
es F o Y (SEC ID N° 212);

(iv) HVR-H1 que comprende GX XX3X4TYGXsS, en donde Xses Ho V;
X2 es R o T; X3 se selecciona del grupo que consta de F, G, R, y S; X4 se
selecciona el grupo que constade D, G, R,y T, y Xses Mo Y (SEC ID N°: 213);

(v) HVR-H2 que comprende GWINXX:SGVPTX3AXXsXeX7Xs, €n
donde X se selecciona del grupo que constade |, M, T, y W; X es Ho R; X; se
selecciona del grupo que constade [, M, T, y Y; X4 es D o H; X5 se selecciona de!
grupo que constade D, My T; XsesFoY; X;esKo S;yXges Go R (SEC ID N
214,y

(vi)  HVR-H3 que comprende AX,LGSX:AVDX;, en donde X; es N o R;
X2 se selecciona del grupo que constade C, S,y Y,y Xses Ao Y (SEC ID Ne:
215).

2. El anticuerpo anti-EGFL7 de la reivindicacion 1 que comprende un
dominio variable que comprende las siguientes secuencias de HVR:

(i) HVR-L1 que comprende KX;SX,SX3DYX,GDSYX5S, en donde X4 es
AoR; X;esHoQ; X; es G oV, X; se selecciona del grupo que constade D, L, R,
S, yW,yXses MoV (SEC ID N° 210);

(i) - HVR-L2 que comprende GASX X:EX3, en donde X;es No Y; X; se
selecciona del grupo que constade L, Ry Y; y X3 es Qo S (SEC ID N°: 211);

(i)  HVR-L3 que comprende QQNNEX PX,T, en donde X;es Do E; y X,
es Fo Y (SEC ID N°: 212),

219
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(iv) HVR-H1 que comprende GX X2X3XsTYGXsS, endonde X;esHo V;
X> es R o T; X3 se selecciona del grupo que consta de F, G, R, y S; X4 se
selecciona el grupo que constade D, G, R,y T; y Xses Mo Y (SEC ID N°: 213);

(V) HVR-H2 que comprende GWINXX:SGVPTXAXXsXsX7Xs, €n
donde X, se selecciona del grupo que constade |, M, T, y W; X es Ho R; X3 se
selecciona del grupo que constade |, M, T, vy Y; X4 es D o H; X5 se selecciona del
grupoque constade D, My T, XsesFoY; X;es Ko S; y Xges Go R (SEC ID N
214y

(vi)  HVR-H3 que comprende AX,LGSX,AVDX3, en donde X; es N o0 R;
X2 se selecciona del grupo que constade C, S,y Y; y Xses Ao Y (SEC ID N
215).

3. El anticuerpo de la reivindicacién 1 o 2 en donde HVR-L1 comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID N° 31 y 37-43, HVR-L2
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consta de
SEC ID N° 32 y 44-47, HVR-L3 comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consta de SEC ID N° 33 y 48, HVR-H1 comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consta de SEC ID N
34 y 49-57, HVR-H2 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consta de SEC ID N°: 35 y 58-73, y HVR-H3 comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consta de SEC iD N°: 36 y 74-77.

4. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la
cadena pesada comprende las siguientes secuencias marco: FR-H1 comprende
EX1QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS, en donde X; es | o V (SEC ID N° 216);
FR-H2 comprende WVRQAPGKGLEWX;, en donde X; es | o V (SEC ID N°: 217);
FR-H3 comprende RFTX;SX:DXiSXsXsTXsYLQMNSLRAEDTAVYX;CAR, en
donde X1esFol; Xz;es Lo R; Xz es N o T, X, se selecciona del grupo que consta
de A, E,KyT; Xs es N 0 S; Xs se selecciona del grupo que constade A, L, M, Ty
V,y X;esF oY (SEC ID N° 218); y FR-H4 comprende WGQGTLVTVSS (SEC ID
N 219).

5. El anticuerpo de la reivindicacion 4, en donde la cadena pesada
comprende las  siguientes  secuencias marco. FR-H1  comprende
EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEC ID N°: 197); FR-H2 comprende

2O
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WVRQAPGKGLEWY (SEC ID Ne: 198), FR-H3 comprende
RFTISX{DNSKNTXYLQMNSLRAEDTAVYYCAR, en donde X; L 0 R; X; se
selecciona del grupo que consta de A, L, M, Ty V (SEC ID N° 220); y FR-H4
comprende WGQGTLVTVSS (SEC ID N°: 200).

6. El anticuerpo de la reivindicacion 4 o 5, en donde la cadena liviana
comprende las  siguientes secuencias marco: FR-L1  comprende
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID N° 201); FR-L2 comprende
WYQQKPGKAPKLLIY (SEC ID N°: 202), FR-L3 comprende
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC ID N° 203);, FR-L4
comprende FGQGTKVEIK (SEC 1D N°: 221) 0 FGQGTKVEIKR (SEC ID N°: 204).

7. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde la cadena liviana
comprende la secuencia de dominio variable de 4F11.v17 como se muestra en la
Figura 15 (SEC ID N°: 82).

8. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde la cadena liviana
comprende la secuencia de dominio variable de 4F11.v22 como se muestra en la
Figura 15 (SEC ID N°: 83). '

9. El anticuerpo de la reivindicaciéon 1, en donde la cadena pesada
comprende la secuencia de dominio variable de 4F11.v17 como se muestra en la
Figura 16 (SEC 1D N°: 84).

10.  El anticuerpo de la reivindicacién 1, en donde la cadena pesada
comprende la secuencia de dominio variable de 4F11.v22 como se muestra en la
Figura 16 (SEC ID N°: 85).

11.  El anticuerpo de la reivindicacién 1, en donde la cadena liviana
comprende la secuencia de dominio variable de 4F11.v17 como se muestra en la
Figura 15 (SEC ID N°: 82) y la cadena pesada comprende la secuencia de dominio
variable de 4F11.v17 como se muestra en la Figura 16 (SEC ID N°: 84).

12.  El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde la cadena liviana

comprende la secuencia de dominio variable de 4F11.v22 como se muestra en la

B2
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Figura 15 (SEC |D N°: 83) y la cadena pesada comprende la secuencia de dominio
variable de 4F11.v22 como se muestra en la Figura 16 (SEC ID N°: 85).

13.  El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde al
menos una porcién de la secuencia marco es una secuencia marco consenso

humana.

14.  El anticuerpo de la reivindicacion 13, que comprende la secuencia
/‘
marco consenso del subgrupc 1 () humana.
#H
15.  El anticuerpo de la reivindicacion 13, que comprende la secuencia
marco consenso del subgrupo lll humana de cadena pesada.

16.  Un anticuerpo anti-EGFL7 que comprende un dominio variable que
comprende al menos uno, dos, tres, cuatro o cinco secuencias de HVR
seleccionadas del grupo gue consta de:

(i} HVR-L1 que comprende XiX2X3XaXsXVX7XsXgX10ITYLX11, en donde
X, se selecciona del grupo que consta de L, Q, R, S, y T, X; se selecciona del
grupoque constade P, T,yW; XsesHo S; XsesDoQ; Xses G0 S; XsgesL oV,
X7 es H o P; Xs se selecciona del grupo que constade |, L, P, T, y Y; Xg se
selecciona del grupo que consta de N, Q o S; X4 se selecciona del grupo que
constade A, G,y S; y X11es G o H (SEC ID N°, 222),

(i) HVR-L2 que comprende RVSNXX.S, en donde X;es Do R; y X; se
selecciona del grupo que constade A, G, F, I, y T (SEC ID N°; 223);

(i)  HVR-L3 que comprende X4QSX,X3VPLT, en donde X, se selecciona
delgrupoque constade A, G, |, K,LLN, S, T,yV; X,esCoT,yXses FoH(SEC
ID NO°: 224),

(iv)  HVR-H1 que comprende GYX 1X2X3DX4YXsN, en donde X1 es N o T;
X2 es F o V; X3 se selecciona del grupo que consta de |, M, R, y S; X4 se
selecciona del grupo que constade Y, Q, yK; y Xs es | o M {SEC ID N°: 225);

(v)  HVR-HZ que comprende GDINX{XoX3XaXsXsHX7XsXoX10X11X12X13,
en donde X; se selecciona del grupo que consta de A, L, N, y P; X, se selecciona
del grupo que consta de D, L, y R; X3 se selecciona del grupo que consta de G, K
N, R, S vY; Xses G o S; X5 se selecciona del grupo que constade G, |, K, R, S,
T, y V; Xg se selecciona del grupo que consta de G, R, y T; X7 se selecciona del

222
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grupo que constade |, V,y Y; Xg es N 0 S; X, se selecciona del grupo que consta
de A, N, yQ, Xiges Ko V; Xi1es FoQ; Xi2es Ko T; y X3 se selecciona del
grupo que consta de G, H, R, y S (SEC ID N 226); y

(vi)  HVR-H3 que comprende X{REGVYHX2YDDYAX;DY, en donde X, se
selecciona del grupo que constade A, N,y T; Xoes Do P,y Xaes Mo W (SEC ID
N°: 227).

17.  El anticuerpo anti-EGFL7 de la reivindicacic')‘n 18 que comprende un
dominio variable que comprende las siguientes secuencias de HVR:

(i) HVR-L1 que comprende X1 X2X3X4Xs5XeVX7XaXeX10l TYLX14, €n donde
X1 se selecciona del grupo que consta de L, Q, R, S, y T; X; se selecciona del
grupo que constade P, T, yW,; Xs;esHo S; XsesDoQ; XsesGo S; XgesLo V;
X7 es H o P; X3 se selecciona del grupo que consta de I, L, P, T, y Y; Xg se
selecciona del grupo que consta de N, Q o S; Xyg se selecciona del grupo que
constade A, G,y S; y Xy1 es G o H (SEC ID N° 222);

(ii) HVR-L2 que comprende RVSNX;X;S, en donde X, es Do R; y X; se
selecciona del grupo que constade A, G, F, |, y T (SEC ID N%: 223);

()  HVR-L3 que comprende X;QSX.X;VPLT, en donde X; se selecciona
del grupo que constade A, G, |, K,L,N, S, T,yV; X;esCoT;yXs;es FoH(SEC
ID N°: 224);

(iv) HVR-H1 que comprende GYX;X2X3DX4YXsN, en donde X;esNo T;
X2 es F 0 V; X3 se selecciona del grupo que consta de |, M, R, ¥y S; X4 se
selecciona del grupo que constade Y, Q, vyK; y Xses | o M (SEC ID N°: 225);

(v) HVR-H2 que comprende GDINX{XoX5X4XsXsHX7XgXeX10X11X12X13,
en donde X, se selecciona del grupo que consta de A, L, N, y P; X; se selecciona
del grupo que consta de D, L, y R; X3 se selecciona del grupo que consta de G, K,
N, R, S, vY; Xses G o S; Xs se selecciona del grupo que consta de G, |, K, R, S,
T,y V; Xs se selecciona del grupo que consta de G, R, y T; X; se selecciona del
grupo que constade |, V,y Y; Xg es N 0 S; Xg se selecciona del grupo que consta
de A, N,y Q; Xjoes Ko V; Xy es Fo Q; Xi2es Ko T; y X3 se selecciona del
grupo que constade G, H, R, y S (SEC ID N°: 226); y

(vi) HVR-H3 que comprende X{REGVYHX,YDDYAX;DY, en donde X4 se
selecciona del grupo que constade A, N,y T; XesDo P;y Xses Mo W (SEC ID
N°: 227}

525
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18. El anticuerpo de la reivindicaciéon 16 o 17 en donde HVR-L1
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID N°: 100 y 106-
124, HVR-L2 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consta de SEC ID N° 101 y 125-129;, HVR-L3 comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consta de SEC ID N°: 102 y 130-145,
HVR-H1 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consta de SEC ID N° 103 y 146-153, HVR-H2 comprende una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consta de SEC ID N° 104 y 154-187, y
HVR-H3 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consta de SEC ID N°: 105y 188-192.

18.  El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 16-18, en donde
la cadena pesada comprende las siguientes secuencias marco: FR-H1 comprende
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEC ID N° 197); FR-H2 comprende
WVRQAPGKGLEWX;, en donde X; es | o V (SEC ID N°; 228); FR-H3 comprende
RX1TX2SXaDX4SXsXs TX,YXsQMNSLRAEDTAVYYC, en donde Xy es F o V: Xs es
| o L; X3 se selecciona del grupo que constade L, R, y V; X; es K o N: X5 se
selecciona del grupo que constade K, N, R,y S; Xs es N 0 S; X7 se selecciona del
grupo que consta de A, L,y V, y Xges L o M (SEC ID N° 229); y FR-H4
comprende WGQGTLVTVSS (SEC ID N°: 200).

20. El anticuerpo de la reivindicacion 19, en donde la cadena pesada
comprende las siguientes secuencias marco. FR-H1  comprende
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEC ID N° 197); FR-H2 comprende
WVRQAPGKGLEWYV (SEC ID N®°; 198); FR-H3 comprende
RFTISRDX;SKNTX2YLQMNSLRAEDTAVYYCAR, en donde X; N o K; y X; se
selecciona del grupo que consta de A, L, y V (SEC ID N° 230); y FR-H4
comprende WGQGTLVTVSS (SEC 1D N°: 200).

21.  El anticuerpo de la reivindicacién 19 o 20, en donde la cadena liviana
comprende las  siguientes secuencias marco:  FR-L1  comprende
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID N° 201); FR-L2 comprende
WYQQKPGKAPKLLIY (SEC ID Ne: 202); FR-L3 comprende
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC ID N° 203); FR-L4
comprende FGQGTKVEIK (SEC ID N°: 221) o FGQGTKVEIKR (SEC ID N°: 204).

A24
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22.  El anticuerpo de la reivindicacién 16, en donde la cadena liviana
comprende la secuencia de dominio variable de 18F7.v6 como se muestra en la
Figura 27 (SEC ID N° 193).

23.  El anticuerpo de la reivindicacion 16, en donde la cadena liviana
comprende la secuencia de dominio variable de 18F7.v6k como se muestra en la
Figura 27 (SEC ID N°: 194).

24.  El anticuerpo de la reivindicacion 16, en donde la cadena pesada
comprende la secuencia de dominio variable de 18F7.v6 como se muestra en la
Figura 28 (SEC ID N° 195).

25.  El anticuerpo de la reivindicacion 16, en donde la cadena pesada
comprende la secuencia de dominio variable de 18F7.v6k como se muestra en la
Figura 28 (SEC ID N°: 196).

26.  El anticuerpo de la reivindicacion 16, en donde la cadena liviana
comprende la secuencia de dominio variable de 18F7.v6 como se muestra en la
Figura 27 (SEC ID N° 193) y la cadena pesada comprende la secuencia de
dominio variable de 18F7.v6 como se muestra en la Figura 28 (SEC ID N°; 195).

27.  El anticuerpo de la reivindicacion 16, en donde la cadena liviana
comprende la secuencia de dominio variable de 18F7.v6k como se muestra en la
Figura 27 (SEC ID N° 194) y la cadena pesada comprende la secuencia de
dominio variable de 18F7.v6k como se muestra en la Figura 28 (SEC ID N°: 196).

28.  El anticuerpo de la reivindicacion 16, en donde al menos una porcién

de la secuencia marco s una secuencia marco consenso humana.

29. El anticuerpo de la reivindicacién 28, que comprende la secuencia

marco consenso del subgrupo 1@1umana.
R

30. El anticuerpo de ia reivindicacién 28, que comprende la secuencia

marco consenso del subgrupo lll humana de cadena pesada.

°

25
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31.  El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-30, en donde

dicho cuerpo en un anticuerpo biespecifico.

32. El anticuerpo biespecifico de la reivindicacion 31, en donde dicho

anticuerpo biespecifico se une al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).

33. El anticuerpo biespecifico de la reivindicacion 32, donde dicho
anticuerpo biespecifico se une al mismo epitopo de VEGF como bevacizumab o
ranibizumab.

34. Un acido nucleico que codifica el anticuerpo de cualquiera de las
reivindicaciones 1-33.

35.  Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacién 34.

36. Una célula huésped que comprende el acido nucleico de la
reivindicacién 34 o el vector de la reivindicacion 35.

37.  Una composicién que comprende el anticuerpo de cualquiera de las
reivindicaciones 1-33.

38. La composicién de la reivindicacién 37, en donde la composicion
comprende un portador,

39. La composicién de la reivindicacién 37 o 38, la cual es una

composicion farmacéutica.

40. Un método para preparar un anticuerpo anti-EGFL7, dicho método
que comprende (a) expresar un vector de la reivindicacion 35 en una célula

huésped adecuada, y (b) recuperar el anticuerpo.

41. El método de la reivindicacién 40, en donde la célula huésped es

procariota.
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42. El método de la reivindicacién 40, en donde la célula huésped es
eucariota.

43. Un método para tratar un tumor, un cancer o un trastorno
proliferativo celular, el método comprende la administracién de una cantidad
efectiva de un anticuerpo anti-EGFL7 de cualquiera de las reivindicaciones 1-33 a

un individuo que necesite dicho tratamiento.

44.  El método de la reivindicacion 43, en donde el cancer se selecciona
del grupo que consta de cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de pulmoén,
cancer de esodfago, cancer de vejiga, cancer de ovario, cancer de pancreas, y
carcinoma hepatocelular.

45. El método de la reivindicacion 44, en donde el cancer es cancer de
mama, cancer colorrectal o cancer de pulmoén.

46.  El método de la reivindicacion 43, en donde el trastorno proliferativo
celular es cancer.

47. El método de cualquiera de las reivindicaciones 43—46, que ademas
comprende la administracién a un individuo de una cantidad efectiva de un
segundo medicamento, en donde el anticuerpo anti-EGFL7 es un primer

medicamento.

48. El meétodo de la reivindicacion 47, en donde el segundo
medicamento es ofro anticuerpo, un agente quimioterapéutico, un agente
citotoxico, un agente anti-angiogénico, un agente inmunosupresor, un profarmaco,
una citosina, un antagonista de citosina, radioterapia citotéxica, un corticosteroide,
un antiemético, una vacuna contra el cancer, un analgésico, o un agente inhibidor

del crecimiento.

49. El método de la reivindicacion 48, en donde el segundo

medicamento en un anticuerpo anti-VEGF.

&2



320

50. El método de la reivindicacion 49, en donde el segundo

medicamento es bevacizumab.

51. El método de cualquiera de las reivindicaciones 47-50, en donde el
segundo medicamento se administra con anterioridad o posterioridad a la
administracidén del anticuerpo anti-EGFL7.

52. El método de cualquiera de las reivindicaciones 47-50, en donde el
segundo medicamento se administra en forma concurrente con el anticuerpo anti-
EGFL7.

93.  Un método de reduccién o inhibicién de la angiogénesis en un sujeto
que padece una afeccion patolodgica asociada con angiogénesis, que comprende
la administracion a un sujeto de un anticuerpo de cualquiera de las
reivindicaciones 1--33, por lo tanto, se reduce o se inhibe la angiogénesis en un
sujeto.

54. El método de la reivindicacion 53, en donde dicha afeccién
patologica es una afeccion neoplasica.

55. ElI método de la reivindicacion 53, en donde dicha afeccion

patolégica es una afeccion no neoplasica.

56. El método de la reivindicacién 55, en donde dicha afeccion no
neoplasica se selecciona del grupo que consta de retinopatia diabética y otras
retinopatias proliferativas, retinopatia de premadurez, glaucoma neovascular,
degeneracion macular relacionada con la edad, edema macular diabético,
neovascularizacién de cérnea, neovascularizacion de injerto de cdrnea,

neovascularizacion retinal/ coroidal.

57.  Un metodo de mejoramiento de la eficacia de un agente anti-
angiogénesis en sujeto que padece una afeccion patolégica asociada con la
angiogénsis, que comprende la administracion al sujeto de una cantidad efectiva

de un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-33 en
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combinacion con el agente anti-angiogénsis, por lo tanto se mejora la actividad

inhibidora del agente de anti-angiogénesis.

58. El metodo de ia reivindicacion 57, en donde la afeccidn patologica

asociada con la angiogénesis es un tumor, cancer o trastorno proliferativo celular.

59. El metodo de la reivindicacion 57, en donde dicha afeccion

patolégica asociada con angiogénesis es una afeccion no neoplasica.

60. El método de la reivindicacién 59, en donde dicha afeccion no
neoplasica se selecciona del grupo que consta de retinopatia diabética y ofras
retinopatias proliferativas, retinopatia de premadurez, glaucoma neovasculiar,
degeneracion macular relacionada con la edad, edema macular diabético,
neovascularizaciéon de coérnea, neovascularizacion de injerto de cdmea,

neovascularizacion retinal/ coroidal.

61. El método de cualquiera de las reivindicaciones 57-60, en donde
dicho agente anti-angiogénesis se administra con anterioridad o posterioridad a la
administracion del anticuerpo anti-EGFL7.

62. El método de cualquiera de las reivindicaciones 57-60, en donde
dicho agente anti-angiogénesis se administra en forma concurrente con el

anticuerpo anti-EGFL7.

63. El método de cualquiera de las reivindicaciones 57-60, en donde
dicho agente anti-angiogéenesis es un agente anti-VEGF.

64. El método de la reivindicacion 63, en done dicho agente anti-VEGF

es un anticuerpo anti-VEGF.

65. El metodo de la reivindicacion 64, en donde dicho anticuerpo anti-

VEGF es bevacizumab.

66. El método de la reivindicacion 64, en donde dicho anticuerpo anti-
VEGF es ranibizumab.

34
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67. Un método de reduccion o inhibicién de perfusion y permeabilidad de
un tumor en un sujeto, que comprende la administracion al sujeto un anticuerpo de
cualquiera de las reivindicaciones 1-33, por lo tanto reduce o inhibe la perfusién y
permeabilidad de un tumor en un sujeto.

68. ElI método de la reivindicacidon 67, ademas comprende la
administracidn de un agente anti-angiogénesis.

69. El método de la reivindicacién 68, en donde dicho agente anti-
angiogénesis se administra con anterioridad o posterioridad a la administracion del
anticuerpo anti-EGFL7.

70.  El método de la reivindicacién 68, en donde dicho agente anti-
angiogeénesis se administra en forma concurrente con el anticuerpo anti-EGFL7.

71.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 67-70, en donde
dicho agente anti-angiogénesis es un agente anti-VEGF.

72.  El método de la reivindicacion 71, en donde dicho agente anti-VEGF
es un anticuerpo anti-VEGF.

73.  El método de la reivindicacion 72, en donde dicho anticuerpo anti-
VEGF es bevacizumab.
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RESUMEN

La presente invencion se relaciona con anticuerpos a EGFL7 y usos de los
mismos.

231



Figura 1 Secuencias de Aminoacidos de
EGFL7 de humano y raton
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Péptidos EMI2 y p2 son capaces de prevenir la unién de 4F11 a proteina de EGFL7
recombinante truncado.

La proteina de huEGFL7 truncado contiene las posiciones Metionina 1 - Prolina 182
La proteina de muEGFL?7 truncado contiene las posiciones Metionina 1 - Prolina 186
Los péptidos EMI1 and EMI2 se subrayan con lineas gruesas,los péptidos p2, p4, p5
y p6 péptidos se subrayan con lineas finas.
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Figura 3
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Figura 4 . ~ . ,gr
Disefio de Oligonucleétido para la Genoteca
de Interruptor de Marco
VL’ marco regién 1 G:C TA;T G;(\:A GST A‘:C CgG ATG A$C CSG T(;C CgG Azc T‘CSDC 82;

4F1 D | T a s PN s (15)
GCC TAT GCA GAT ATC CAGIMIGACC CAG TCC CCG AGC TCC (16)

- 1A 1 5
VH- marco region 1 ACA AAC GCGTAC GCT GAG GTT CAG CTG GTG GAGTCT GGC 1
T N A Y A _E Q L vV E S8 6 18
[SYFE 0 L v s G §19;

ACA AAC GCG TAC GCT GAGIRIG|CAG CTG GTG GAG TCT GGC  (20)

VH- marco regién 2 - 50 2 s
GGT AAG GGC CTG GAA TGG GTT GCA AGG ATT TAT CCT  (21)
G K 6 L _E W [ A (22)

G K & Lmn@ w KR (2
GGT AAG GGC CTG GAA TGGIRTG GCA AGG ATT TAT ccT  (24)

VH- marco region 3
85 82 82 82
GTC AAG GGC CGT ‘I‘I’C ACT ATA AGC CGC GAC AAC TCC AAA AAC ACA CTG TAC CTA CAA ATG AAC AGC

S R - i) ;e bl - C e

GTC AAG GGC CGT TTC ACT (RT3 AGCERD GACENE Tec RMAARG ACA [RYG TAC CTA CAA ATG AAC AGC
+TE +VP

- 95
GAG GAC ACT GCC GTC TAT TAT TGT AGC CGC TGG GGA 25)

E D T % R W G 26)
EDTAE CmRmG @n

GAG GAC ACT GCC GTC TAT [N TGT GCG CGT CTG GGT  (28)



Figura 5

Unién 4F11 a EGFL7 puede ser superada por
el péptido p2

Péptidos
. Competitivos:
Los lisados celulares de 293 transfectadas
con hEGfl7-His inmunoprecipitaron con
4F11 en presencia o ausencia de
diferentes péptidos.

M. (kDa)
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97 &4

64
Péptido 1: RSPGLAPARPRYA (SEC ID N° : 29)

51
Péptido 2: RPRYACCPGWKRT (SEC ID N° : 5)

39
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Figura 6

Unién de Fago 4F11-injerto a
huEGFL7 truncado
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Figura 7
Unién de Fago 4F11 a Péptido
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Figura 8

Resultados del Interruptor de Marco
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Figura 9

Resultados de Genoteca SP
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Figura 10

Disefio de Genoteca de Cadena Liviana
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Figura 11

Disefo de Genoteca de Cadena Pesada
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Figura 12

Clasificacion de Resultados de Genotecas
Limitadas 1y 2

SPL Combos Seleccionados en Genoteca 1 SPL Combos seleccionados en Genoteca 2
80

70 |

60

50

40

30 L

Preferencia (Sigma)
Preferencia (Sigma)

0
N Y WF H L L R F G R T w S Y H R N Y WF H L L R F G R T w $ Y H R
53 54 29 52 98 53 54 29 52 98

e



Figura 13
Unién de variantes de 4F11 a EGFL7 humano
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Figura 14

Unidn de variantes de 4F11 a EGFL7 de ratdn

Ensayo de Adhesion HUVEC utilizando EGFL7 de Raton:
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Figura 156

Variable de 4F11
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Figura 17

D Inio Livi Variable 18F7
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Figura 18
Dominio Pesado Variable18F7
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Figura 19

Diseiio de Oligonucleétido para la
Genoteca de mterruptor de Marco

Q s T
c s a s T n (gg)
GAA GAC TTC GCA ACT TAT TAC TGT 'AGC CAG AGC ACC.CAC 2903

GAA GAC TTC GCA ACT TAT TWG TGT AGC CAG AGC AcC cac (O 1)

VL- marco region 3

52

N L
| T-HHH"RE
VH- marco regién 2 LS Rt

D

D
GGT AAG GGC CTG GAA TGG GTTiGGT GAT ATC "AACCTG GAT. Egﬁ;
GGT AAG GGC CTG GAA TGGIRTC| GGT GAT ATC AAC CTG GAT  (99)

VH- marco regién 3

61

Q K F K S L _ (96)
Q K F K : 5 = & S L @l (97)
\CAG AAA _'[TC AAA GGT; CGT TTC ACT ATA AGC CGC GAC ACC TCC AAA AAC ACA CTG TAC CTA CAA ATG AAC AGC TTA AGA

(98)
CAG ABA TTC AAA GGT caTikyd acT [rd acclskT] eaclmd rec s ARclacalsva) Tac [MTG caa ATG Aac Acc TTa aca (99

+SV +LG +NR +PV
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Figura 20
Union de 18F7 a EGFL7 puede ser superada por los
péptidos EMI1 o p5
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Figura 21

Fago unido (OD)
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Figura 22
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Figura 23

Resultados de Interruptor de
Marco
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Figura 24

Resultados de Genoteca SP
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Figura 25

Inhibicion de Adhesion HUVEC
a EGFL7

Adhesion HUVEC a EGFL7 humano en la Adhesion HUVEC a EGFL7 de ratén en
Presencia de mu18F7 y hu18F7.v6 Presencia de anticuerpos anti-EGFL7
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Figura 26

Inhibicién de Migracion Transwell HUVEC
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Figura 27
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Figura 28
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Figura 29

Anti-EGFL/ humanizado MAB h18F7.v6k mejora la eficacia de la terapia anti-VEGF en un modelo de

tumor de xenoinjerto H1299 de linea celular de cancer de pulmén célula no pequefia en humano
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Se inyectd a ratones nu/nu hembra HRLN con 1x107 de células de tumor de céncer de pulmén de células no pequefias
en forma subcuténea y se dejé desamoltar tumores de 80-120 mm?® de tamafio. Los ratones con tumores luego se
separaron en forma alsatoria en cuatro grupos (12 ratones/ grupo) de manera que el volumen de tumor promedio de
cada grupo era 122 mm3. Luego estos raténes se trataron de la siguiente manera: el grupo 1 recibié anti-VEGF Mab
{B20.4.1) a 10 mg/kg una vez por semana; el grupo 2 recibié 1gG de control (anti-ambrosia} a 10 mg/kg una vez por
.semana y anti-EGF L Mab (h18f7.vBk) a 10 mg/kg dos veces por semana; el grupo 3 recibié B20.4.1 a 10 mg/kg una vez
por semana +h18F7.v6k a 10mg/kg dos veces por semana; el grupo 4 no se trat6. Los tumores se midieron dos vecss
‘por semana con un calibre y los volimenes de tumor se calcularon como “w? x /2° mm? (w = ancho de tumor en mm, 1 =
tongitud de tumor.en mm). Los ratones se sacrificaron cuando los tumores alcanzaron tos 1000 mm3 (esto se define
como "los ratones alcanzaron el punte final). Los volimenes de tumor (media) promedio deé grupo +-errores estandar
(SEM)-se graficaron respecto del tismpo hasta que > 50% de los ratones alcanzaron el punto final.



Figura 30

Volumen de Tumor Promedio (mm3)
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Figura 31

Cuantificacion Vascular de Traquea: Resultados Agrupados de Tres Experimentos

M .
[ ]
8 q — Valores P (ttest):
: o .
L o G6 vs. G6+mu18f7: 0.0006*
H .
<~
@ 5+ * .
G6 vs. G6+hu18F7: <0.0001%
£ g .
3 ¢ . G6+mu18F7 vs.
° 34 o0
- - ~5s— GB+hu18F7:  0.2618
E = -« ...
§_ " Ambrosia vs. G6: <0,0001*
Q [}
A4 L} ’\$ &I 1' ?11
©> 6D ASF ASE
P“““ ¢ ,5\'\-‘““ 3\-\".\“
06. (56‘
Grupos

(Nota: no todos los animales de control de Ambrosia se cuantificaron

Debido a que la distribucion de datos es razonablemente estricta en este grupo).
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Genentech, Ino. hereby authorizes any of Janet . Hasak, Mark T. Krosnak, Jeffiey 5.
Kubinec and Timothy R. Schwartz, for soTong, as they rémain employecs of ‘Gensotech,
Inc., to execute, on its behalf, any submissions associated. with the-filing, prosecution,
granting; and-extension and mintenzrice of grant;of patent and trademark applicationsin
the U.S. and- foreign-countries, contract! relatiug to'biolo gical deposits with the Amegican.
Type Cultire Collection, and assignments to publishess of copyrights coveting sworks
authored by Genentech. employses. | ' '

August27.2002 ; B dehasason

‘Datad ‘ _ Sean 4. iﬁhnsioh
Vice President Intellectual Property
Genentesh, i,




N "R ALt

APOSTILLE

{Gonvention de L.a Haye du Boglobré 1967)

1. Country: Unifed States of America
This public dosuient

2 -has:been sigaed by AIDA MICLAT GUIAM
5 -acling ithe:capacity of Notaly.Public, Steto:of Calfoinia

4. bearsithe.seal/stamp of M4 MIGLAT SVIAM,- NG PUbIES,
State of Califomiz

‘CERTIFIED
5. At'Sacramento; Califoriiig
8. the Tsth:dayofDecem Eé 2005
7. by Depuly Secrelany:of:State, State-of Galionia
8. No. 267083 -
9. Seal/Starmp:

10. Signature




|
CALIFORNIA ALL-PURPOSE Ac\mcvfumqmm l

A S R

N T I B A T B P S e R A O TS M R e,

State, of Calitornis. 1:
3 PR B s
comyot __San Patio

on_ecombu, &, 2005 4onme, Oty Midad Grsden
Outn — ) - Thei et Gltom 164, "Ix Dot T P
personally -appeared Frmo gy, A Sehesgr Fa
' (]t o Bpeaiy 7
{J personafly"known to e
X praved to-me on. the basis of sulisfartory.
&ildéne.

i, be the persorifs}: whoss -namea iskawe
HUECHEEE B0 Wi whhl. Mstrument “end!
“BERrDWIBGZR:A0 b A heAtharliovoksed:
the  same in histerthift muthorizéd
BapAcityfesy, and thal by hisherihee
Slgitatra{6y onthe nstrutant the fEMseNE).or
‘the ahiity’ dban: bealf of which thie afsoris.
gefed, exeuledihe instrument,

T T T TS DR P ST e

5L P B AN S U L T D

'WlF'N_E.S hand g official seal.

Sigrtry o oy W:‘"“

b I e P S B P Y e PP T

o,

oo S S AP AV

‘OPTIONAL +

Though e itorsabin alow 5 1 ko B sl iy prove.vatsstie o porsons, ting. ondine doctsmiant Bkt colkd praien
e RO sprvove] aid foaiitichmant ol Torgrhy enofber document; .
Dascr

t]%:i:ched.nocumént
Titie or Typaof Bocyment: ;

! .
Documen! Date: . I _ Numi5st of Pagas:

[ :

1

Signer(s}. Othar' Than ,Named.@&

e R0 SV S AR Y R T XA AT TR T 4 R AT VAT T

Capacity(ies) Clalmed by Slgner

Slgr_ler's Mame:

: — - f RUGHT THUMBERINT
\‘\ QF SIGNER

12,

(1 Individual \\\
L1 Corpérate Officer — Tille{s):,

13 ‘Parmer — [J Limited [J General

O Attemey-in: Fagt

0O Tiustes'

[ Guardian or Gonservatoi® ‘

[0 Other:._. — * \
Signer Is Regresenting:. . . L ; X

-\: :
Tl A T AT T A TP L EL G B L AR 3 S L 6L 7 A B STt AP A s et S 7 e
ﬁ1mmﬂmwmu‘mmsohmP«OMM'WB‘AMMMQ-MM P, Fio, 63T P O TOF o, M00ATBBAEH

IS R
S,

acn




PR
i )
R

TRATUCCION AL ESPANOL d&! Documento' de. Poder oforgado por Genentech,
Iiié. domiciiiada en 1 DNA Way, South: San Franciste; Caiiférila 94080-4990,
Estddos Utiidos -de.Améri ta. :

ESTADG DE CALIFORNIA
 SECRETARIADE ESTADO

. APOSTILLA
(Gonvericiéh o L Haya del:5 de Octubre de 1667
1 Pais: Estados Unidos deAmérica
Esta docurmierito pliblico
2 ha:~'si_‘dq-fﬁmna,dpt:pqrﬂflﬁi\fMiGLﬁ‘r GUIANM
3. .actuando en capacidad d’e Notatio:Pablice; Estado deGalitornia
4. Wovarel seltolimbre de AfDA MICLATGUIAM, Notario Pasiico
Estado derCalifornia. -

CERTIFICADO

8. ‘en'Sactamento, Galiforiia

& 15-de diciembre d&.2005

¥ porel SEcretario de Estado Delegado, Estado de California

8. No.267083 '
SellofTimbre

0. Firrma

; {Firmag
Sgeretario de Estads




RECONOCIMIENTO TODO-PROPOSITO DE CALIEORNIA
Estado de Califorriia ) ‘

iy 188,
Condade de:SanMateo )

El 6 de diciembre de. 2005, ante mi, }‘XIDA. MICLAT GUIAM, apareci6 personalmente
Thimoty R. Schwartz
' I

O a'quien conozco personalmente

quien. demostré ante. mil en bdse &

- | evideficia satisfactorfia ser la persona cuyo

‘Hay up-sefio que dice: nomibre: esta suscrifo an of instrumento ¥

ADAMICLAT CUIAM  quien ‘teconocid ante mi qus secutd of

Condado:de:San Matso : -por su-firma-en el instrumerto fa persona o

Wi comisian exgira Dic. 9 de 2007 | laentidad a nombre de da cual4a persona
S A | ctub, ejecutpelinsiumento.

Atestiaa mi fitms ¥ seflo ofictal,
ADAMICLATGUIAM

O vest s Aot D o Mo e o s s
Deserlpciéh adliclonal.de cualquler-docymento snexo

Titulo-0tigo de dotumentat |
FechadelDocuments: .
Firmante(s] difecente{s) a (los) hombradafs) arriba:

Wiroero de paginas:

Capacidadies) Relvindicada(s) por ¢l (tos) firmante(s)
Nombre del frfante: " _ .
ndividico

Funclonatto Corpgrafive - Titdlo(s):

=W

0O Sodo- O Lifitado 0] Geaers) [ Fadinodes
0 Abogedo d6 hecho derbchio dal f¥mante

Guardidn o conservador
01!0:_ i

O Crecho 0 e
0 Fidelcomisario " Parelia gl geco aqul
O

B8

£l firmante tepresenta:




P
o

b ,_:‘_r,;.,?

- AUTGRIZACION

Benentach, (fie. por fa presente' autoriza & cualquisrd de JanetE. Hassk, Mark T,
Krésnak, Jefirey S. Kubinec:y Thomity R. Schwartz, mientras, permanezean -como
empleados de: Genentech, Jnc . éjecmar, 4 8 fidfbre, coalguler solficifud
asociada, con jpresentacion, "probe”s*éhﬁieﬁfp. Gonsecucidn,. y exfensidn
prantenimionts :de. concesidn de SollEitites de patente y.marca registrada: enfiog
Estados Unidos ¥ paises exfranleros contrafos. relacionados cof dep6sitos
bigl6giets coh Ja Coleccidn Antericana-dé: Tipo de Eulfivo, ¥ cesivrigs 4 publicistas

de défechos de -autor gue cubran 10‘.5 trabajos de atitorla 9 los €mpleados de
BGenentach:

__27de Agoste:de 2002, ___{Fiina)

Fechado : S&an AL Johmstan.
Viceprasidetite, Propledad ntelectual
Gehentech, Inc.

e



L e RS S

8.

2005.

Signature!
Secorctary of Stoate

DEpafimedt of State

Ey

!

f
\
|
i
|

of May, A.D.

of Anerica

ot Smith Windsor

Deliware

e

{Convention de La Haye du 5 Octobie 1961)

etary of Stat

e
0254030

acting' 4 ‘the cdpacity of Secratary of Stite of Dalaware
Y Seer

Tountry: United Statas
has been signed By Harrd
at Dover, Delawars

the twenty-fourth day

This public document:

Seal/Stamp:

4. bears fthe seal/stamp of Office of Secretary of State
by

1
2,
X
5
[
7.
8
9.




PAGE 1

The First State

I, HARRYEY SMITH WINDSOR; SECRETARY OF STATE OF THE .STATE OF
DELAWARE,' 0O ‘HEREBY CERTIEY TiHE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE RESTATED CERTIFICATE OF "GENENTECH, INC.", FILED IN
THIS OFFICE ON. THE' THENTY-SECOND DAY OF JULY, A.D. 1999, AT §
CrCEOCR AM.
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|
AMENDED.-AND RESTATED
CERTIFICATE OF TNCORPORATION.-
GENENTECH, INC.

Gencateoh, Ing. (the “Corporation™, a.corporstion-organized end existing .
under and by virtué of fhe Getieral: Corporation Law.oftho State-of Delaviime,

. does Berchy amend'tbe Certificats of tebrporation.of the Corporation, which was

oxiginally filedton Dogember.23, 1986 urider: e name “Genentoch Delaware,
e ":and subsequencly, sm2aded.,

1
‘The Gertifivafé &f Inicorpotsflorrof e Cotporationis bereby restatodand.
fither amended to read:in i entirety. as folloses:

l

The oame.of the Covpotation is; Genentch, In,
| ARTICER2:

The addfess of the segistered offics of the Corporation inthie Stits of
Delaware ¢ Corparation Service Compeny, 1013 Centre Road, Clty of
Wilriington, Couity of New. Castle, Dalaware 19805, The tistrie.of Its registered.
agent at:gach sddfess is Corporation Service Company,

! portl

| ARTICLES
|
I

Thie purpase ofithe Cotporativn 18 4o engage in ity Iuvefl et or activity
for which corporations: miay be orgenized wnder the:Gentral Corporation,Law of

‘the Sta of Delaware as the sama exists of piy hérsafet be smiended (“Delawere

STALE OF DELAWARE
. SECRETARY OF smrz
DIVISTON OF CORPORATIONS |
FPILED .09:00 Al -07/28/1959
$96130233% -~ Fri254%

Yy
,-’r !

.’




FaibinnsN

N
f.

=

ARTICEES

‘SecTion4.01. Capital Stock. (d) Thes Corporation is suthiorized 1o isuus
oo classes of stodk 1o'be desipridted; s réspectively, préfﬂﬂedfsﬁo'okmdf‘commh
‘stook. Thewstl idmber of shares which the Corporition I sitibrized to issue ts
Four Huridred wition (400,000,000) shires. One undresmillica (100,000,900)
shared shiill be designauipmfemd stock, péivalue: $0.02:per shaye: (“Proferrd
Stoek"). Thive hindred million (300,000,000} shicrey;shall b5 designated

commorrstack; yer viilie $0:02 per share (“Common $tock™ The Commion

Stock-of the Corporation: ‘shall Ye all oFonig class.

) Theniber ofatithisnzsd shares ofany olass or classes of stock thay:
be. incrmedordenmad(bm notbslow thieaiaslber 67 shisres: thereofihen
outstanidlng) by the affirinztive Gte of.a majority in vodng power 6 the
Gutstatiding stock of the Carporation: ‘eiftiléd io otk theréon irrespective of the.
provisions ofT Secﬁon 242&)&} of Délaware Ligw,.

: (-icoida *’““wl;thégdlicab!e !awfrom-nmto
:tmmbytﬁc Bo‘ardofﬂﬂ'édm
(b) Dvidends. Sulﬁecﬂa‘

. thievights 51 Bolders tfihe Préfered. Stoc[c.
Aodioldars of the Coms

b ‘ennﬁedibmo‘ewé,wheha‘hd

“partiieits mhny mmm,wmmﬁmemww ‘f
Directors inany:rasiio: préﬁdhsg forthedssueoiihy fﬂngs’ofl’mﬁé‘u“e’d SmcE)E.

SeeTion 403, .?ﬁeﬁk}ég;ggﬁ_

@ Seriss. mzdLbnﬂ.er Variarions betvgen Series. Any wissusdior

sy shares of tie Prefored Stock: oAy _ms_ubdﬁomxtﬁﬁé 16:tude i oné or

HiGve beries Fof suck mmd‘aranonms&nﬁ el fromititne vo tinie by the Brard

of Directors, Biefore aiiy shies of Pretiared Stock: o‘ﬁa:qr’pﬁbnlarsmiss shall'be

méd. nmtfﬂmesha!l ibe filad it the ‘Sbeaetary of Stats of Delawiirs sstting

ton, rights; privileges, restiictions, dod'conditions:to b aitached

tothcl’:efeuad Stockof&ﬁhamuud mcbo‘thumaﬂmtasmybc roquired;

#adit etors simﬂ.ﬁxmddetaxuune. anduhmbyqusly _ vy
detérmipe in tie thigier provided b 1aw, e particulars of




comm T 1

fbe shacés of suchseriea (s far.a¥ nor inonslsteit with the provisionis of this

Article. dpplicable so/alf serles of Proferred Stock), including, but not fimitedito, ’
the following: . ! .

shares shichiehail sonstiut Such scrles which smsbe tray beincssased:
{socept whetenihetwioe provided by he Boand of Directory In ctéating |
stich setle] or deeronsed (but notbelow:thi nitber of shares Gisreof (he

oumstanting) from e Rotjme by ke, accion of the Béardof Directory;

(). the mnnual rete of Fividends piyatle:on shares of such-series,
the conditions port Which smch dividends shall be payable andtho date. |
- From which dividenidt shallbe.cumulative i the event the Bomrtaf
‘Ditectors détermines: iy Freidends.shall be csntiivds

iil): swheflier euih serfes dhallihave Soting dghts, in addiion: 1o tha
oltg rightspiovided by faw and, F50, the tarme of st voting sighs

- _
) sWhiether such serles shall:hive coimviision privileges and, i
£0, the teris and conditions.of sugh sonversion; inéliding, but not imited
£, Frovision for adfitmnéint o the conversion ras upom wucheveitts amd 1
suchimantier es i Board of Directors shiall defertnlrie;
®) =%m.%nLt~mmmr6ﬁs%,mdqM‘bg;m.b;e
and, 0, thotermns fﬂﬂﬂﬂhﬂdﬁmﬂﬁﬂ-ﬁhwﬁﬁupﬁmawmgm date

‘F etes ipon or et whitts they shall be rodsemable and the amovunt per

) whether such secics shall have o sinking fund for the
redesiiplion or purchase of shares of that series and, if.so, the terme and
Emount of such sinking fimd;

(VD  the righis of the shares of such series in the event of

* volunery o invotntary liqwdation, dissotution.or:winding up of the
Corparition, and the;relative righus,f priority, ifiiny, of payment of thares,
ofthitemdesand - ' -

(4D, vy o eletivesights, prefivenoes and.tcons of such
stries, L

¢




},r};
N
o

ARTICLES '

zr!'.peal andvescng meisylaws oFthe.
Yand 5401{::) beredt.

®) Sections 202, 302, 5 SO5(E), 5.03(bY, 3:09; 3.05, 3,14, and$:08:07 e
‘bylaws: may-only be aite d; repealed; ok raucindad: by Bedffirmative

vote o tiolders of capital siock: aiititled t5:vots thereon representing more thii
60% of thie shares: entitlod 1o be voted tiereon,

© Sectlons3; :03(c) anid 3.15:6f the- bylaws-may only b sftered;
amendoed, Tepealed, or rescinded by thie affitmative vite of Koldeds of capital stock
entitled'o vote ﬂamomtpresenuhzmre thiin 90% of thee ghares: ‘entiiled to be
vord thereon, .

Smon 5102, Avividisit of Certificate: ‘of brcorporation, Secon
s. Ol(b) of Ihm Cmﬁoa& u'flmoxpocauon way dily be alterd, amended,

ltn") and Afiidles 8 and 9:of this Certifieats of Tocorpotatioy
lteyed, arjende ‘:bpeafed,orrmclnded byﬁe*amnnmr Ve .of
Roldersiot capity stodce‘uﬁuedwqwowﬂwm: pres

. SEL‘HGN 601, ﬁaaion of Directori 6y Hok;'enr fomfmd Sloc]:.
i wog:;m eiioFny Péfire Sick orany o1 615

-

repraled; or toscinde: 1:37 @ mmvemwﬂhuldﬁsufcﬂpimlmchenﬁﬂed '
to’%tcﬁmeonwmesenlmg,mum‘ﬁm 50%:67 e thiires anfiflod ts e votad

g padrd than, $0% of the’

267



divesasd of suclrvights foslect speettied mumibcr 6F dirpctors, voting are class,
pursuatc dhe grovisiens of muchPreféned Stock o abiies, e tegins of office of
alldirectors slected by ders'of judliiPreforred Stockiorserles; vothg ns i
‘Clisk pursuiddtio:suckprovisions b electsdto Al iy vacancies resnlfing Fom the
death resfgraion.tr temg el of directors sorelecta by the lislders oF gach,
Preferrod Stk or sérles, shall forthwith terminate and th muthorizad wrtibet.of
directors shall be.rcthiced accordlngly.

SEcrion 6,02, Ballots. E!wdons of directors at:anianaual or ghectal
‘oetingof miockholders néd natha by wiritien ballotuiless the Byliownscofihe

Corporation shall provide otheress:.

SEGRON6.03, Eliriiriation.of Cértalh Pérsional {1abillty of-Direerors, (4)
A diteeor of the Corporation ghall notbe [tle e the-Cotptadonorffs.
stockholders:for monctary damages:for breach of fiduciary duty asa directorto
the fullést extent permilied by Belaware Law, o

B) Each prracn {and thie. helrs, exeotifors:or sdministrators of such
PerSon) who'Was oris & party. aris thremened t5 e maile A i to, orfs inviolved
Iany threstaned; pending or corpleted action, Suif or proceeding, whether civil,
riminal, administrative or investiitive, 5§ feasor of e fact thal sush person is.
or was-adirector of the.Corpotstionor is or was setving: ot 58 réquest of the.
Cofporation us adirector.of amither.corporation, peitnership, joint venturs, trust
or othet. entetplse, shall.be fintemnified and beld harmisss by the Gorporation to
the fullest extent permitted by Dalewvare Gaw. The right to indempification
canferréd in this Section8.03 shall alsoiinclads theight bo be paid by the
Corporation the expenses incumred in connection, with any such procseding'in
edvhrice of Is final disposition to the fillest extept autborized by Defavare Law,
‘The fight1q indenihiScstion-conferred Tnthls Section 6,03 shall be a doftract
fight o

&) The Corporatiotimay, by action of its Board af Ditéctors; provide
indleiinification to:such ofi(be o icers entployers and agénmyof the Corporatlon
to.such coxent and 1o such effect a¢ the:Board of Directors shall Aeterivincto be:

appropriate and suthorized by Deliware v,

(&) The Corporatio:shall have:powrer fo purchase and malntzin
insuzance on behalf of any pessont who.a of wasia direstor, offleer; emploges or

ageat of the Corporntion, or fy or was bewing ar the gt bf the Corporation'as

8 divctor, officer, employes o agt af miother comporation partersti, ol

such personiinany guchics




@ Thesigitsaad ity contérred T dile Saction T0Fshall o be
;ﬁx’ﬁli;ﬂw-oimhﬁierﬁghfﬁﬁéﬁ;aﬁypw,_" ay otherwlssHave oehchesfter °
saqiive, . . '

;03 por. Nefter e alciadlon, menden; repel e veslissos of thls Section
6:03, nor the adoption of wdy provisian ot this Certificate of Yiscorporation.or the
bylawi of 1 aC.c'rrporaﬁ“f"'f""5n;mr,tbﬂ1é¥ﬁlﬂ‘e‘s‘f-féﬂ§iﬁ,_pm:tted" uitted by Delaware Lew, -
any modificatisiy 5f aw, shill cliiinate o redice the efFct & this Saition 6,03 i
regitet of auy acts or omissions OCCUITing prior 16 sich alteration, ariefidiént,

‘Tepeal, recission, adoption of modification,




. ofithe'Corporation Mﬁ?l,ﬁzsiﬂiwm@i@wmaﬁa mockboldars i connetiion Betewith.

Section 8.02.. Similer Busjnéss Actiyiites. Bxoept sy Roche Holdings,
Tnc.may otherirse gres i waiting. i

Lbaviss iy to-réfialin from engaging directly os
miflérbuginessaerivities;orfifes of bislhess ds the

5. mmmmwofﬂwcc dhiseadt thereof shalltba liable to the
Corporatibn.or it stockholiers for brech ofany fituciary ety b ressonof mmy
: |

In the event that Roche-ucqiires knowledge of s poteritial warisaetion or

-maiter-that may be 4 corponite spporuirity, fie-both Roche #nd the Gorporation,
Rotbe shalt hive 5io dity £ communicate oroffer sych vorpetiite spprtunity fa
the Corporatian and:ehall not bé Hiabl&'ts b Corporstiomior His:stockholders £7
‘bresicht6f.any fideclary.duty. as n.sthekhollér-of the Cotporation or controllfg
pesson:of astoskhiolder otk OF tho Bict thet Rosfi prrsties of seuices iath
orporaté.appornmity for itsel € Mimers sudh torpstite Spparmutty to-anather.
‘PETSOO,ERLY, 6t doeX norcotmunitats Inforiatlon régarditig, or offer, such,
Sorporate opporturty to the Catporation.
 Secrion 8.03. Corpardte: ‘l‘_ ritmities. Inthe event-that a direstor,
officer of-employee of the Corporation who iaalse 4 dirotos, officer aremiplayee
of Rocte acquires knovlsdge:of a potentlal transaction or cuaber that may be 8
corporate,opportanlty for the Corpordtion and Roche (whether suck potential
transaction o matier is proposed by 2 third-party.or it conseivad of by sach
director, ofticer or employes of the Corporation), such director, offiest or-
employee shall be entitted to offer. such corporate.oppartuity to:the Corporation
or Rocheag such ditector, officer or employee desrs appropriate usder the
circumstanoss in kils sol¢ discretion] and no such director; officer-or employes
shall be {isble to the Corporation.orits stockhoiders for breach of sy fiductary
duty or duty of loyalty or Biilure 10 821 in (or not opposed o) the best {nterests of
the Corparation or the derivation of any impropet personsl bénefit by reason of
the fact that () such director, bfficer-or canployes offered such cotporits
apportuiity 1o Roche (rather.thin the-Corporation) or did not Sormmumicate
‘ntformation egarding such corporate apportiniity 1 the Corpotation-or (i} Roche
pursues.or acqulres yuch corpotaté opportunify. for itséif or divects-nuch Sorparate
oppottimity tomaother piersor o docs ndt communicate Information reganding
wuchicorpitate Ghportmmit 0. #ie Comorstion:, )




SecTion 8:04. Dzdeonmr of Stockliolders, Any. ‘persoit orentity
purchusing Oa*oﬂ-’s&\m;ef‘acqlﬂﬁns anyinierest fn iay Shares-of “eapifit stock of the
cﬂfpotah"ﬁn'ﬂ'lﬁﬂ Bsﬂeamd tohamnoﬁce ofand'us bave. eﬁnmted o thi

SECTION 8,05, .Dmml‘m.‘
-only, ﬁ)‘x’hﬂam 3 4

__‘ <ratior ﬁpmtlmh::vs,

: thet & er than e Corporitloh, defined

i accordiinas Witk clauae,(i' FihigS ecﬁonsmmmm “affilintes™ (a5 défiried

Rule 1352 uider the Setinitios Exchangs Act of 1954, 45 amendedyof: Raictis:
Holdiﬂgx,Im

SEG‘NGN“S 06

SECHN 807 Amq:w. T privisions of iy Articies i inl addition to
theprovisivng: ofiﬁﬁéle? .




]

!
pietting of tie Board: ofDmtn:s or cofnthittise thefeof" vﬂnehnaﬂ;onzcs‘:he N
contract, agrosient, nmngcmmt, rangction; amchdmént, modification or
Lermination or:solely hocuise’ hﬁ»or thelr-votes mcowited for such putpose; but
any.such contract, agreement; amu:‘ jent:dr trangaction (or any-amendayent,
modification,or fermination: mcmﬂ:s:baﬂabcmnned byt dons ofithis
Amended and Restated Ccfﬂﬂcmofmoupotaﬂom - Comptiition’s B a
Inlawite Law and other.ap

s,
ngpﬁwhie 1éw%, For ‘Pliposes-of Ris:Article §, et
b orpdrsﬂon“ ang Rp:he Haverthe mediing«:set frth iiv Section 8.05,

; . : may be coupted i detem ;ﬂlépmamwofa
qmmﬂamﬂngﬂ&e%ofbiﬁﬁmmofnmmm it :
: T immgamm{o:tmugmmgu

amendeat, miodifications o terminaion sty uistaiiding sbiirés o€ Gommon +
Stick awmed by Roctie may be:ecimted in ﬂ*ms*ﬁﬂ resencsiofiaquarity
ﬂammﬁngofsmkholdmiﬂld bftiorizes oF wysich contract:
agteeiment; Arrangemient o tFafgsc
temmnination: héreof), j

|

S?:'CI‘ION‘Q 03. No- Idnﬁﬂzag For Good Foith Aciioni, Neither Roehis nor.
anyomm ordmm‘ sof shall Be Hableto: thiCaqmﬁmm nz-mpidwiat;g
“For breavh of ar orduty of loyalty.or fadfire to st
opposed toYiilie bestinterests of the ( ’rpomﬁanurthédenf.!aunn ofany:,mpwper
personal benefitby reason. ofthe vdlint Roche o an offiset. of ditector thereof”
1n oo faith tikes any-action oreXercises any-ghts o glvesinrwithboldsssy
‘consent.in-connecticn With any s, gr-cohttact betwied Roche and-ihe
Comporation. Mo vete, moroﬂmlmnmmkmbymmﬁho fndin offier,
ditector.of dibier repregentative: Rodm.vﬂdﬂ: yote i8:tdst or action: __mﬁjr
such persorln hils éapiacity asa divector of this Corporation; sﬁzllcomﬁman
getlon of o the exercise-of: a:ight by 0 ammntofkmheforthc pmposeofaiy
such agreement o conitract. !
!

SECTION 9.04: Doemerd Consent-by Stockhalders. Any personor entity !
purchasing or.otherwise soquiring any frtérest ¥ any shares of capital stock of the
Corporation shal] be deemed:to have notice of and to have consented o the:
provisions of this.Atide 9, |

]
SELTION.908. Chniracts Gowerad: Forpurposes of this Arifels ) any
Tach; agresttient, srrungementior frantaction with the Corpomtion ar any'
3 ,p,;ointvmtlm, assocfation.or sther anttty liwhich die
Cgtpomtlcn bmnﬁclallyowm (direcmr ot‘indhmlsg ﬂﬂypet(:ént
tstandir , iR ﬁnﬁh:rvoﬁngm:&rm:hallbe&m

1

64, agreement, mgmem ortiansssticn with the Coporation




- SECTON98: B?nd'uigliffea.w Néither the: a!won,amemmm cha.uge
o repeal of mypmvl onof this Avds ATUle 9 v thé adoppios '
Inconst ‘ifl__sidn of this:Ariicie:d szl eiim

te«ornduccthc
iyl el mye&o{gqy uﬁ]mroocumug,brauyuhaedfmon.
ALk, bt For this Al 9, Wxiilld-acrue or arise, oo such
altc:aﬂon, amen&mmL chéinge, repeal ot udoption.

SECTOND.07. Article 3, ‘The providions of this Article § are I adéltiof 1o
ihcpxbwswna of Afticle 8, - . -

o
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ed and Risstated. Cértificar of

[

s with Sections 242 and 245

ofthe St of
SLihe Comporati

having been.duly,
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' TRAUCCION Al ESPRQOLdeI Gerfificadode inicorporaciéride:Genentach, Inc.

R T

i

APOSTILLA
{Converieién de La Hays 48! Sde OBlubre de T967)

1. Pais: Estados UnidosdéAmérica

[

Este documento piblico

Iva sido firnade por Harriet Swith Wfric‘?l's'ﬁf'

actuando en'capacidad de Secretaria de Estado de Delaware
lleva ¢l seliofimibre de la Oficina el Secretario-de Estado

Certificado

2n Dover; Delaware: ;

el velrificuatrs d mayo A D, 2005

por el Secrelaris de i?ét'aftfo, Departathento de: Estadb de: Delaware
No: 62540301 ;

Sefoltirabre: 6. Firma

Hafrigt:Sfiiith Windsor {Firma)
Sécretaria de Estado

D



i
DELAWARE:
| EL eraMER£5TAGS.

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE; CERTIFIGO: POR LA PRESENTE GUE L ANEXO B8
UNA. COPIA AUTENTICA Y CORREGTA DEL CERTIFICADG VUELTY A
REDACTAR DE “GENENTECH, INE", PRESENTADG €N ESTA OFICINA EL
VIGESIMO SEGUNDO BIA DE JULIO, A, D, 1099, A LAS 9 £N PUNTO DE LA
MANANA,

1

~ Hariet. Smith Windsor (Firma).
Harriet Smith Windsor, Secretarla de Estado
AUTENTICACION:. 3900384

FECHA; 05 -4




SOBREGIDO VVUELTO A REDACTAR
CERTIRICADO bE INCORPORACIGN:
GENENTEGH, INg.

Genentech, Tnela “Corporacion™), tina corpraciSh sryanizada y existente:

bajo ypor vifod de 1o Ley Beneral de Cofpiracisn del Estado-deWelaware, por la

 presente:corrige-ef Gerificads e Thgorporacion: elfue presentado originalmente &i

23 de diciembre de 1068, fb‘a“jéf &l nombrs “Genentech Delawars, Ing", y corregldo.
subsiguientarmiante: '

Por la presents ss virelve a tedattar el certificado: de incorperacion de fa.
. Gorporacién y &6 corrige-aun mas para.qus-diga:en su totalidad lo que sigus:

P T ARTICULO
e ' El nofibre-de i],a,:ieo;ponajc;ién es: Geneittech, Iric.
ARTICULG:2
Lai dirstsidn 6 13 oficiha registrada de 1a Corporacidn an &l Estads g6
Delaiware: es ‘Corporation: Service: Company, 1073 Centré Road, Ciudad: de
Wilmifigton; Condado de New castle, Diiawsire. 10855, El nombre de- su agente

regidfrado en tal'directitn.es Cotporation Seivics Torapany.

ARTIGULO 3

EV grabosito de:.a ‘Corporacitn-es «f de Particiiar & cudiquier acty o
attividad legal para, las - sudfes Tas Tomordgiones plieden ser organizadas baje: id
Lrey General de-Corporacitn 48l Estato de Delaware ‘camio existe o pueds se

modificadata misina 6i adelante:"Defaware Law?),

ARTICULO 4.

. r@N*‘401 Actionss: de Capita), (@) la Cgrp estd a-m’tbﬁizaqg%%
émifir dos ictases de ‘atioties §lié deben designarse, resgictivarrierite, accnaﬁes
.;si%‘.?éfén'ci‘s'fasz ¥ &ccionis, ;‘:oi-r{un_es-. El niimero: totg 4 -deé‘c‘cfa‘ﬁé’sl; ue Ja
-';a?-fﬁ‘dtﬁﬁ'fé,tiiéfnz esta avlorizada ea‘ggrp’it’i‘res- de: :cua't'ro'ci;a",‘ s i .Q'G.OO.-Q.O 3 o
©@&’acciones.: Cien: rhillones g_c‘)a 000,000% de-accionas ser

({




¥

.

preferenciales, por uh valor de $0.02 por accién (‘Accidn Prsfatenial’

Trecientos ‘miflones (300.000,000) ds acciones. serdh designadas acélanes

comunes, por un valor de ?$.0,:Q2 poraccidn (Acciéh Coman™y. La-accién comtin
de la: Cofporacion.serd toda de una fhisma: clése.

(b} Et nidmero de- acclones. autotizadas: de. cualquier clase o ctlases: de
‘acciones puede incrementarss o disminuirse {pero na por-debaje: del nimero del
niimeto.de.acciories de Jas:mismas ue-en su momento-estin vigéntes) por elvoto
afirmativo. dé Uha mayorta con poder de: votacion de las acciones vigentes: da fa:
Corpordcién con, dereche a. yolar por la misma Independients de las
cansideraciones de-la Beccion 242(b)(2) de 1a. Ley de Delaware.

SECCION. 4.02. Accidn Gomiu_g. {a) Emisidn y Considsracién. Cualquier
acclén sin emitir 6 del tesoro del las Acciones Comunes puede emitirse para_tal
consideracién como pueda ffarse de.acuerdo con la ley aplicable cada cierto
fiempo por la Junta Directiva. - |

{b) Diidendos. Su‘jiéia*:fa‘l'és} derechos de los: accionistas de: las Acciohes
Preferenciales, los accionistas ‘de A;_:Qibnes.- Gomunes deberdn teriet ¢l derectio.a
recibir, cuando. y como se declare por fa; Junta Ditectiva, de: o dctivos de fa
Corporagion 6 cuales-estdn .d}sgo;iib;ea-pam éllo pordey; dividendos pagables:ya.
sz endinero, propledad, o acciones y. los-accionistas-de Ja Acclén Preferencial rio
tendrén derechio & particpar e’ tHlgs diidendes: (2 menes que la.Junta Ditectiva
qetermine. lo: gontrario. en: Lqu;ji‘lgngr}:fesgju;ciﬁn que condiciona fa: emision e una
serie de.Adciones: Prefergnbla;t_gs),-._ '

SECCION 4:03. Accidn ‘_meééemfal

(a) Serfes y Limites de Vatiaciones, entre: Series. Cualquier ascion fio
emitida-o del tesdro de las Aéqiqqgs Preferenciales puedd. emititse cada: gierto,
tiempo -en una o més series jpara tal consideracién como pueda ser. fijada cada
dierto'tiempe por ta Junta Ditectiva. Antes de que se emita cualquier accion de las
Acciones Preferenciales de- cuslquier serie particular, se deberd presentar un
certificado ante el Secretario ‘d:e Estado de Delaware estableciendo las
designaciones, defechos, -prjvile,g_iqé-, restricciones, y condiciones que ir4n. anexas.
a.lag Acciones Pieferenclales de tal'sesie.y tales ctras cuestiones. como puedas,

D
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=paﬁibﬁta:és" de fag a'c’c"ié’h‘éé'daftél' $e118 {Slemprey cuando no' sedn iHsonsisterieg

oon fas. condiciones .de ests Aftleulo & aplicables 2 todes ias $61i8s de Agtiones
Preferenciales); incliyando, pem sinfimitarse &; [as sigufentes:

o la :dbs?gﬁafé?é’n distititive dé tal serie- y o mimero: de Yas

acciones que Hiah: de: constitiiif tal ser, mumerd que plieds Incremantarse

‘(excepto: cuide s detefiring de otro modo la durfta Direstiva al crear tdl

sehié) © reddcida (pere no por debajo del niimero -de- deivnes de Jas
risHas Hue estin:: vugentes) cada cierle tiempo por uha Aaccion semejante
‘de fa,Jurita Directiva:

) latasa anval de dividendos-a pagar sobre: ds-acciones de: ],
sefie; las condicigries sobre Jas cuales se pagardn faiss dividerdes y fe:
fecha a pars ds Y ouallos dividendos seran acumultives &n &1 svents que:

td. Junits Direttiva: detem-une queios dividendos eran actrmifafivos;

iy silda seri"e tendié o no deréchos de voto, ademds de los.

derechos: de voit prewstos pirla ley; y de ser asl, los términos -de: faies
darechos:de- volg;

) s fal sefie: tendra ©. ho pilvilegios de convérsion ¥, de ser asf,
los: 1rminos y condiciones d& tal Cohversion; inclsyendo, pero sin estar
fimitade: &, ia cond“rméﬁ Para ajuste de laitasa de convesish en EHiss
eventosy dentdl forina como la Junta; ’Dlrec'tnra lo-detemine;

W = las,apc]ones de tal seris-serdn o i redirtibles ;. de ser ast,
16s f€minosy condiciones de tal rédencidn; dRcluyende la fecha oferhss en
las ‘cuales o despuds tie fag clélés pligden ser redimibles, ¥ la cantidad &
pagarpor @cdidn & c’aso 8k redencion; cantidad que variars bajo diferentes
condigionss y en dlferentes fechas de redericiti;

" (v‘j sittal 'serie: tendr&oﬂo un 16r7de de inve "15 pa Ia redehcldn
2 compra de siccishies de-6¥3 $8fie i, de:ser asl, Hos 15
L de tai fonds; de’inversléh '
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" los derechos reldtvos, ﬁg pfieridads. de traber, de pago-de scciones dé es3
serle] y : ‘
|

(viil)  cualquier ofro derectio refativo, preferencia, y limitacién de tal
serie.

ARTICULOS
o
SECCION. 5.01. Enmlendas.ia Jos: estatutos por los Directores. ta) En
adicion y no limitando los paderes cq'hf'er‘idos— por estatutos, la Junta Directiva-esta -
expresamente autorizada pard hac:e*‘r‘_ alfetar, enmendar, rechazar ¥ rescindir los
estatutos de la Comporacién, sujetos a las secclones 501b) y 501 a
continacién,

{b). Las secclones 2.02, 3.02, 3.08(d), 304, 3.05, 3.14 y 5086 de fos
estatutos solo pueden alferarse;, enmendatse, fepelérse; o rescindirse: por &l voio
afirmativo de los mccioristas e capital tory derecho a vofar las mismas que:
representen mas:del 60% de Iés acclones con:derecho a:votar las.mismas.

{c} Las $etclones 2:08(c)y &iSde Jos estatitos solo pusdetyser afteradas,
enmendadas, repelidas, ‘© resq?mdid-:e}'gg por te oo afifmativo de fos accionistas de
acciones: coh derecho;a votar las mismas.

©

SECCION 6.62. Enmlenda: det Cerificado: do incorporasion, La seccion
5.01 {b) de este-Certificado- des Incarporacidn sdlc puede ser alterada, enmendada,
repelida, o rescindida por el voto. afimativo de los, accionistas ‘de capital con
derecho @ volo sobre: la mismid que. représenten a mas del 60%. do jas: declones
con derecho a votar fa misma, La seccidr 5:0%(c) y. los Artictlos 8y € de.este
Certificado. de Incorpefacisn solo pued'en' dltefarse, enmendarse, repelerse, ©
fescindirse por el voto afirmativo de jos acclonistas de.capital con derecho. a votar
la misma que representen més del 90% de las ‘acclones con derecho a votar I
misma. ' '

|
ARTICULO &

' ]
SECCION 8.01. Eleccitn del Birectorio por Jos Acclonistas de' Accid )
Preferepcial.  Durante cualquier pgriﬁd.o. cuando. los accionistas. de gualgylel




e

" Yiseho e a8 osa persona esle fue un director ide 4
 SirVIERHS poF Soiisitud de fa Gorporacibn comb ur

indemnizado 'y completanients. Protegide: por ta: Coy

Pefsona) quien fue o es una, parte ‘o esta ahierizado de st

Hegion preferencial ‘cua‘jqu‘tér'é' de una o més sefies de Jas mismas, qiie voten
‘Comft Una. clase, tengan qeceghor a elegir un nmero sspsclico di: diféctores, por
FAZOH a atragos en Jos dividendos g olras condiciones e €5 daii e deracho -a
Haceio;, entonces y durante flerngio: gjvie. contiftie & dérecho i) el nlimete: de
directores auforizads de:oiro wodo:serk if,!i‘é“r“e';r'ﬁ'v,%n"(adb:por tal niimers-de. difesfores
espeeificado, y o5 atdionistas de tales: Acclones Preferenciales: o-tales sories de
Tas mismas, que votan ¢omo-una clase, fendrin derecho & glegir los: direclotes
adiclongies: pata 16. que se g_;_;fr,oveeﬁ de: dcuerdo son jag condiciones  de tales
Actionds: Preterenciales o sefies; (i) vada Utio de t?a'l_es-'.tii,‘rédtq;}reﬁi -adicionales
senira durante tal teiirfing, v féndra tales poderes de vote, como-se han de-oforgar
en ias; provisiones pertinentes & tales Acciones Preferenciales o series; 'y (ii).
sigmpre- que. los: aecionistas de: dualqu lera: de fales. Actionies. Prefaranciales. o
seties; d¥ Ids. iishas estdn -desp;ov,{stbs de tales derstchos o siegii o fivmero
especifico desdiractores; votando como; olase, db FeUarde: tori 18§ tondiciones: de:
tales Acciones ur_areﬁfqren:cfafle.sf o- series; jos. férmios de oficio ds todos. log
directores. elegidos. por los: actinistas U6 tales Accibiies preferenciales o series,.
que volan como clase, 6@.:-5@%:6‘6 6ot las Bahdiciones o elegidos ‘para Henar
cualquier vacanie resultshte. 8 15 MuBrte; renuncia o remiocién de direciores asl’
slegidos porilos actioristas de tales Wcclones Preferencialss o sefigs, termiinaran
en adeldrite y &1 iimero auforizado ds direcfores sers redlicido en conicordancia,

SECCION 8:02. Volaciorigs. Las Slgcciohes de directores en una reurisn
anugl o-especial de #eclonistas riecesarla no seran por votos escritos a menos Gie
ios ‘estatutos.ds Ja Cb"r"pb_'r‘éé“u;érgc@igan lo'contrario.

SECCION 8,03 Eliminagion de cefla responsabilidad personal do Jos
difeetdigs:  {a) Wn director ae T Corporaeidh no sery ;re;spﬁnsablé ante Iz
‘orporacidn o-sus. aceionistas. por daros meneftarios ‘por. vidlacidn: dei déber
fiductario:cotit diractor figsta doride lozpermitarla Ley de Delawars:

(b) Cada persoms: {y sus herederos, -ejscuivres o. -é'dfhiﬁis:traqores de {al
.J: =
'; %

Involucrado en: stialguisr A66ibh, deiiianda o proceso a feriaze
« : : 7 ArfAs

aco?ﬁﬁféfard‘d. ¥d sea civil, chiriingl, administrativo o iestigalivo, por razén Wet

oy dé: trarcorporacion,

s
X

Sadiaded, socledad ‘e fesgo’ compartids, feicomisgl ofra empresa), serd
. : 4

6
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((%'-"“

' pemita fa Ley de. Delaivate. El defacho a laindemuizacién concedido ém esta

secciéi B.03 también debe inclulr ¢l derecha & que la Comporacién 18 pague. los:
gastos incuifidas en conexion cuna cuaiguiera te tales: ptosesos pof adelantade
de su-declsién final hasta dende los. autoriza la Ley de Delaware. Ef derecho a,
indemnizacién conferido‘en esta sectitn 8.03 sér4 un derecho contractual.

{c) La Corporacion puede, _p,é_r accién de- su Junta Directiva, ‘proporcionar
indemhizacidn a tales funciana;ri,os. empleados y agentes de la. Corporacién hasta,
tall punto y a tal-efecto.como lo deterine apropiadbd ld Junta Directiva ¥ o autorice
fa Ley de Delaware. |

,

(d) La Corporacior tendrs el poder de comprar y mdntener un segurd a
nerbre de oualqier parsona guiep es o fue ditector, Tuncionatio, empleado .6
agente-de la corporacion; o Qsj,t:a o.estuvo en seriiclo;por pedido.de-la Corporacion
coria difector, funcionario, :empleatio o agents de dré cotporacion, sociedad,
sodiedad:-de:riesgo compartido; fideicomise:i dtia-eRipresa contra pualquiergasto,
sesponsgbllidad o pérdida incurridal Bor taf persona en cualquler capacdad o que

© surge de sy estado. corha tal, YA $ea i Ja Cerporacién tiene o no: el poder: de

inderrinizarlo-contta tal responsabilidad bajo la ley de Delaware.

{€) Los derechos y autoridad confefldos. en esta Seccidn 6.03 no seran:
exclusivos de ningin- tro deréchd 6l cual cualquier ofra parsona pueda. tener o
adquitir de aqui-en adelaite. - i

la- adopcidén de ninguna condicién de: aste Certificado de Incorporacién o ‘de los
Estafutos de la Corporacion, ni, Hasta donde lo permite fa Ley de Delawdre,
ninguna modificacién de [a ley, debe eliminar o reducit el efecto de esta Setcién,
6.03 respecto a ninguno dg los actos u omisiones q;ié ocurrdn antes. de tal
alterailén, enmiénda, rechazo, rescision, adopsion.o modifitacin.

ARTICULO 7'

SECGION 7.01, Seceion 203 de {a Ley de Dejaware. Por la presente la

Cofporacion elige: nosser.gobernada por la Seccién 203:de.ta Ley. de: Delaware:
| _

!

D,




ARTICULOS

SECCION. 8:01. Relacisn con Roche. Anticipiridose: 4 que la-Corporacisn:
cese de-ser un: subsidiaria completamienifa- da: propledad deé Roche Ho!d“ngs Ing.,
perc: que' Roche {como: se defirie et |a seecioh 8:05) permanezca siendo un.
acdionista de la Gorporacion, y afiticiparidsse a quela Corporacidn {eomo se
define: en la Seecldn .05) y: Ruthe piede entrar en aclividades o lieas de
negotivs senicjantas 8. §iffiflares: v tener un irferds erf las mismas 3¢, de
wporiiinidates estporativas, Y en teconotimignto  de {iy 1os beérefi icios & ser
defivados por la CorporacTén a fravéds de: éU‘s relaciongs: contractyales,
corporativas v de negocios con Roche: fincluysnde el setvicio de fancionarios y
directores «de- Rothe cothe: dlfecté’res d€ la Corporacibn) y. i) Jas dificultadss:
congontitanies & cualdiiiet zdlrecter quien. desea y s propone satisfacer
somplelaments: tales deberes fiduciarios: del’ director, dl determingr & dlcanica
coﬁ*ipfeto de: tales deberes. en cualquier situacidn padicilar, las- cordiciones. de:
esle arficulos 8§ sesestablecan: ;pard vegular, defirily ¥ gaiar 1a eshducta de:¢lertas
€lestiones de la:Comoracibn; ya Quesptigden invbliciar 4 Rodhe y-sus-fundibnares
y. directores; v los. ptw;ferés, derechos, deberes v responsabilidades ds ia
Comporaclén y sus fﬂncioﬁanes, direetores y acclonistas sn corexdén cor Bsts,

SECEION 8:02. Act:wdades e Nagocios Siilares. Excspto due Roche
Holdings; Ine. pueda de: otra formia acofdarioporesciito,

(&) Roche no tendrs &) deber de @bstanerse de ‘entrar dlrectamen’(e -6
Indirectamenta en activVidades de: negoc:os o lingas de Hegoclos semeantes o _
‘sinilares afag dg (& B@moramén ¥ i '

{b) nt Roche ni n'ih‘gﬂﬁ‘c’f dé srfs ’fﬁh’éié’fjé‘r'ios‘ 0 dirgctor da Ja. misiz ssrs
reSponsa‘bIe & la Corporacicn o §Us. aoclomstas Porviolsr cualquier deber fiducigns:
por razén: de- alguna de: tales actlvldades de* Roche. ¢ 'de 1a fsartlmpac'é’ﬁe tal
persona-on 148 migmas. ‘

matena po’tesnmal q‘ue pueﬁa Ser 'una 0p0ﬁunidad COTP e peinte para Roe Q.n'
.4 i ' \\

. \.
- P ";ﬁc\
\aﬂﬁ"

deﬂa Corpcracuén o) la perScaha que-oor'molaé‘m aéeig ; :sta por‘razén >d,"

~
-




' que Roche prosiguie o 4dquiefe tal oportunidad corgorativa para si misma, dirige

tal oportunidad corporafivaa ofta persoha o entidad, o o comunica informacién
respecto, u ofrece, tal oportunidad -t:chja‘orat!Va‘ &1a Comporagcién,

-SECCGION 8.03. Opﬂﬁi}:?xﬁgdés.cggpofativas; En ¢! everito que un director,
funcionaric o.empleddo:da Ja Gorporacién quien también es.ditector, funcionario o
empleatio de Roche adquiera:eonogimients de una transaceion o materia potencial.
dile fueda ser una qpoﬁhn‘a’d'exé corporativa para la Corporagidn y-Roche {ya sé st
esta transaccién o materia polericial €8 propliesta Por.un ltereefn © es concebida.
por-fal director, funcioharie oempleade de la Corporacion o no), tal ditacton,
furicionario o efripleado: debe teper alderscho a oftecer-tal aporfdnidad, coffifativa,
& Ia Gotporacion o Roshe como tal divector, furiclonaro:b @nfpleads los considere:
aptopiado bajo tas clrounstancias: ﬁ‘.e su. discriecion, - tal director; funcionario o
embleado: no-serd rasponsable @ H.a: Coiporacién: 6 sus accienisfas. por violar
ningtin deber fiduciario o dibit de leattad o faltarem actuar en (o no ponetse &
los mejores. intereses de: la Lorporacitn o 1a derivacidn. de nihgtn betisficio
personal inapropiado por _I:a_z;éa‘ det hecho, que {i) fal director, funcionaro o

empleado ofrecid tal opettunidad corporative a Roché {en fugar de = la

Cotpéiacion) o no-comunics informpcién respecto a tal oportunidad: corporativa a
ta Corporacitn o {i)) ‘Roche busca b adquiere tal opoitunidad corporativa para si
misma o dirge Yal oportunidad é;orp@ra;_hga—' a ofra personra © ne comunica
informacjéon respecto a tal opoftupidad corporativa a 1a Corporacién.

SECCION 8.04. Gonsentimiento -estimado de los acciopistas, Se
considerard que. cualquier persoha 4 entidad gue compre-o de otro:modo adquiefa
algin interés: en cualquiera de as acciones de capital de 1a Cotporacién. ha tefido
noticia:o ha es;tado.‘.devactierdo::bﬁn‘-;!fas condiciones de este Articulo 8.

|

SECCION 805, D.gfmidone;s-,. Para. propésitos de: este Articulo: 8 y ¢l
Artleulo:9 solamente (D6l ®milno “Corporacish debe slgnificar Ia Gorporadié y
todas: Jas corperaciones, tsadédadi 8, sociedades de riesgo i:ompanﬁdo y ofras

entidades. en: 1as cusles la Corpofacién: posee con benefice {directa o.
indirectartente) cintuehta por -gi_en:ios 0-mas de las. acclongs con voto, poder de

voto ol intereses de voto:similaces, y {iiy el término “Roche” débe significar Roche:
Holdings, Inc -y todas ias: comoraciones, socledades, socledades de riesgo
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s et

' ,Ley ds ‘Betaw:sre v atras: feyé’s‘ ;apma*otes Para propé ms.
_Tariniios éofporacién" 'Y *Roctié" flenen Tos signittliads
Secelén 8: 135 :

def' ine. en 1 'Regla 1252 bajo el Acta de ntercamblo: de Vialores: g 1934, sormo
se:enmetidby.de:Rochs. Heldlngs fog,

SECCION 8.08, -FFn‘a’!iz‘b"c‘i&h' Efecto- Obfigants. S6n consideratidn COM
nada.-en este Certificado de Incatporacion Yue lo contradiga, las condicicnes-
anferiores de- &ste Aricilo 8 deberdn expirar en la facha que Roche cess de
posesr ton béneficivs Acciories Comunes que. representen al menas 5%. -del
niimers de aceiohss vigentes de las-Acdiones Comunas: de la Corporacion ¥ nadie-
que se ditectoro funcionario de 14 Corporacion: sea tamibién directar o-funcionario
dé Roche, Hi tal: verTCImlento ni [a.alteraciéi, enmienda; cambio o rechazo de
alguna:de. las condiciones. de este Articilo:8 asi como-tampoco ninguna condicisi
de este Cerdificido: da fRcorBoracion  Enmendadt v WVuello & Redastar
inconsistente-con dlguha de Jas:condiclones e esfe ArtleuloB elimimars o reducia
¢ efscto de a5t Arficulo 8 res;aecta a, eoalguier iatatid, o Gialgoisr Gatisa de

HoSI6T, defianda: o reglamo: :que exceplo por este Articiiis 8, pusda acaecer. .o

SUrGiE anfes: detal vencam‘iehtu altsracién, efintlenids o-AdaPCIon;

SEGQION B47. Arnticuls 9. Las condiclones ds esfe Arfculd son
-adidionales g ]as‘condicicnés del Afﬂcule B

ARTICULG:G

SECCION 5.04. Co’ﬁtra!‘os Ao hiilos,  Ninglin contiato, acuerds, amegis o
transacdién fo cualquiar en‘rmenda mpdificacidn:o finalizacisn de Tos, SISy
entre Ja Corporacion. y Roche serd nulo w anulable. solsments | por razéh de que
Rochie g5 paite del mismo, o solamente porque ‘cusliquisry de loé directores. g
funcionarios de la €orporacian qmenes estanafiliagss a.Roche estén presentes an
o participan enfa reuriidn de fa Jufiits Direétiva ©: comité-de: la THisma que atitoriza’
el contrato, acuerds, arreglo; trahsacoibn; enmienda, msdficacisn. o nalizaéidn o
solaterita:porqia st sua votos se:cuentan pars tal probés:to ~-- ghizlguiera de:
tal cofitrato, acuerdt& arregfo ] transaccuén ( 0 CUaifZIUIel‘

Jhodificacien o




© SECCION 9.02." QUémm Los Directores de (a ‘Cotparacidn que son
también directores o funclonafios. de Roche piieden contarse, al deferminar I
presencia de un quérum: en una reunisn. dé la.Jinfa Directiva o de. tn comité qua
autorizai o apweba cualqulera di 13l etifitiato, acuerdo, amegla o transacein. (o
cualquier eniienda, modificacion efinalizacion del mismoj. Las.aceiones vigantes
de las Acciones Comiries de propledad de Roche pusten cortarse aldeterminar
la’ presencia;de un qurum en una reurin de-accionistas-due autorice o apruebe -
tal contrato, acuerdo, arreglo '-? transaveldh (o cualquler enmienda, modificacidn 6
finalizacion del mitsmo). ; l

‘SECCION 9.03. g '@‘squna@é!!@aﬂ,pomccioaes debushafe. Ni Roéhe ni
ningtn fuhcionaria o diregtor _dé 1a mli'sma;Sef.;éi cesponsabls :ahite a: Corporacién o
sus acclonistas pér violar cuslquiera de Jos deberes dutidtios o deberes de
lealtad ¢ por fallar en actuar eri {0 fn"e opanatse &) los mejores, Infereses de: la.
Corporacion o pot derivacitn de: cualguier:beneficio personal por razéit. dal hechio:
que Ragche o ur funcionatio o direclor de la misma de:buena e tome. cilialquier

| accibn o ejerza cualquier derecho o de0 retenga cuelguier consentimignto en
conexién con cualguler acuerdo o ednttaifa entre Roche ¢ 1a Corparacion, Ningiin
véto dado u otra accibn tomada por cualquief persona que es un funcionario,
director o representante de Roche,  donde. el voto 0. accidn -es tomado per tal
persona en su capacidad como director de esta Corporacidr, constituird. una
accién de o el gjereicio de un de;e_l':hq o.un consentimiento de- Roche: para los
propdsitos de cualquiefa de tal aguerdo o-contrato.

SECCION 9.04. Consentiiniento. éstimado de los accionistas. Se )
considerara. que cudiquier petsond.o diitidad que compre o de otro:modo adquisra
algiininterés: en. cualquisrd dé fas a;égtpnes: de, capital de & Corporacion ha ténido
naticlaio ha .e‘stédb;d;e'faguéndo'f:msjafst vondiciohes:de este Artleulo:R,

SECCION9.05. Contslos clibiertos. Péra, propdsitos: de este Artieulo.
cualquier-conttato, acuerdo, drréglo & frarsaccién con la Corporacisn o cualquisr
corperacion, sociedad, setfedad de rlesgo conjunto, asoclacién U Gtra ‘entidad en-
la-cual fa-Corporacién. posee. ¢an. beneficio (directa .o indirectamente) el cincuenta
por cienta .o més: de [as acclones con: vote, pbderes de vota o interes g3 de votor
similares: vigentes se considerard un. contrate, acuerdo o transagliheteq; la
Corporacion. |
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' iE"JEL‘ZCT@N 908, Efector obligante: Ni la alteradidn, shiienida, tamibic: o
tachazs 'de dlguna.de fas econdncionES de este-Articilo ¢ ni & -atopeisn de alguna‘.
condicidh inconsistente con' coalguisr condicion dé este Articulo. 9 eliminard o
reducira: et efecto de- 6ste Articlio ¢ respecto & cualquier imatetia que- octrra, o
cualytler cansy de acclén;, deffianda o reclame que; ar o ser por este ARIGUIS 9,
pusda dcakcer © Surgdir, dnfey de tal alteracion, enmiefida, tambio, fechazo o

adopeion.

SECCION 9.07, Articiio 8. Las coridiciones de este. Articulo 9 son.
adisionales alas condiciones del Ariciilo8.

EN TESTIMONIO BE (O GUAL, ester Certificatio de Incorporacién,_
Enmendady y viislo a Redactar, & cual ba sidy adoptado: 6 acierdo con las
secciones, 242 yid45 de iy Ley General d¢ Coiperacion del Estado de: Delaware y
por .consentimiento escitp de,re! unico a’ctmnlsta de la Corporacitn de acuerdo
con la: seceidn 228 de Ley Gtaneral d& Corporacidn del Estado de Defawars, fia

sido efecutado este 22 de. JUlic de 1999,

GENENTECH: INC,
Pai: 1s7:Stephen G. Juelsgaard
Nombre; Stephen G..Juelspadrd

. Titulo: Vicepresidsnts:

Consejo Gerieral'y Seretara




{Convention de La Haye dy § Gotobre 1961
Country: United Skaves oF Anerdds

Thia public :d_d_cumenfi' .
ha% baen signed By Barrdot: Smith Windsor

dcking in the dapacftyy of Secratiry of Stité of Dolaware

bears the seal/stamp. of Office .of Secratary of State

|
at Dover; Delawars |
the twanty-fourth day of -‘;"!-?;Yr. A.D. 2005
by ‘Secxatary of Sta te ., ,Qe;T._awaxéL Bapartment ©f Stata
No. 0254031

Seal/Stampy o 10. Sdgnatufé:

o :E " s,

Saorctary of Hiaie
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I, HARRTET SMITH WENDSOR; SECRETARY OF STATE OF THE STATE ODF-
DELAWARE,, DO HEREDY CERTIRY THE ATTACHED 1S A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTHETCATS OF RHENDMENT G "SENENTECH, INC.", FILZD
TN THIS OFFICE ON TAE FIFIEENTH DAY OF MAY; R.D. 2000, A¥ %
OTCLOCK P M.

B Ficn S Windser, Sffos
- " AOTEENTIORY




-

P,

Nt

CERTIEICATE OF AMENDMENT
_OF AMENDED AND'RESTALED.
CERTTRICATE ©F INCORPORATION:

Genenteh, I6¢. & cofporation otgafiized asd. exisling under and by irtve: of: the Gegeral
Corporafion Lsw of the Stale of Dclawers, )

DOESHEREBY.CERTRY; |

EIRST: That at a.mecting of the:Board of Directtrs oftGerientodh, Inc. resohitions: wete duly
asopted isétting foith e :proposed: amendment of the Amended. and. Restated Centificate of
Incorporatisn: of ssid cotpotativi, declating suid smendiient 16 be adiisable and ealling s
megtitig £ the stockholders of said corporailon for-considerafon thereof. Theresolutisnzsetting
foithy the progosed i ciidiricat it as fdu,dwiéf

RESOLVED; fhit fhe Amended dnd Restatod Certificatt:of lticorporaticn of ihis corparation.be
alignded by cliiinging “Section #.01{g)of|the Arficle hepeof numbersd “4” ¢ thal; a5 amended,
stid Section of gaid Arficle shall be:gnd rbird.as Pollows:

“Section 4.01. Copiral St;_mfl_:. {8} The Corporation is authorized fo issue
two' classes of stock to be. designated; respectively, preferred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized to issue 7s
seveii hundred miflion (?00.,000,00}".)_) «shares. One hundred million: (100,000,000)
shares shall be designated prefemed: stock, par valie $0.02 perishare (“Preferred
Stock™). Six hundred million {600:000,000) shares shall- be- designated common
stock, per value $0.02 per share {“Common.Stock!). The Cominon Stock of the
Cotpbration shall be elt ofioneélasd” '

SEGOND: Thit thereafler, pursiant to redolution of ifs-Boaid of Disectors, the:regular meetiivg;

of the stockholders of said corporaiion was duly called and hield upon nétice’in atcordance With

Section 222’ of the Genetal Corporatioh Law of tho. Staté of Delaware at which meeting the
fecessary.numbet of shares as required by atute were yoted in, favior of the amendmerit.

THIRD; That said amendmenit was duly sdopied in.accordance with the provisions; of Section
242 of.the General Corporation Law.of the Statedf Deluivre.

FOURTH: “That the capifal of 5aid corparatiof shallnot be reduced-thidet or by reason of said
amsnddient. ‘ ;

N WITNESS WHEREOE; said Gerieritechy, I, bus causeq) this Ceriificale of Amendmentito be:

sigged by Stephen-ti. Juelsgastd, an Auihorized Officer, dhis 15th.duy of May; 2000,
 GENENTBCH, INC.

By Oghe R e
Naarie: Srephana: Juelagsard
| Thig:Senior Vice®resident, General Counsel.
‘ and Socrigary
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" FRADUCTIGN Al ESPANOL E_i’eif‘ Certificads det Ingorporacidn ds Generifech, Ihg.

S

APOSTILLA.
(Convencitn deiLa Haya del 5 d¢ Qttubre da 1967y

1. Paig: Estados Unidos de América:
Estediocumentorpiblico.

2 hasidofirmado por Harriet Sty Windsor

acfiandoren capacidad 4-Secretaria de Estato de Dékiware
4. llevael selivKimbrede fa Oficiia del Secrefario de Estado

Gertificado

en Diover, Belaware _

el veinficuafro de mayo, A, 1. 2005

por el Secretsric de Estado, Depanamerito de Estadode Delaware
No. 0254031

Sellofimbre ‘ 10.  Finmia

& d e

Hatfigt Smith Windsor (Firma)
‘Secretaria-de-Estado

381
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- EL PRIMER ESTADD !

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO: DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFIGO POR (L PRESENTE: QUE EL ANEROTES
UNA COPIA AUTENTICA ¥ CORRECTA DEL GERTIFIGADO VUELTO A
REDACTAR DE “GENENTEGH, m@y PRESENTADO EN ESTA OFIGINA EL
DECIMOQUINTO DIA DE MAYO, A D. 2000, A LAS 5 EN FUINTO DE LATARDE.

Hartiet Smith Windsor (Firma).
Harriet Smith Windser, Secrataria de Estado
AUTENTICACION: 3900385
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CERTIFICADO BE.ENMIENDA DEL
CERFIFICADODE INCORPORAGION
GORREGIDO Y VUELTO A REDATTAR

Gernentech; iic: ura Gorpordcidn arganizads ¥ existentesbalory porvitud' de fa Ley
General de Corpoitgion el Estado doDelaware,

CERTIFIGA POR LA PﬁRES”EN’?EE:

adoptaron deb:damente resélﬂqwng:s que.estab,lecen unarenn-uenda ;propuesta del
certificadd 4 Ificsipgfacish Cormegidory vuslio a Redactat de-dich: corporacian,
dectararido Hicha «enmienda como aconsejable y lamandy & . PeURIGH de
Fctiofiistas di dicha oorpora‘cubh para considerdcitil de 4. iigE. La. resolusion
establece Jaenmifenda propues’ca et siguferte: Tanard:

RESUELVE, qus eﬁ-@éﬁfiﬁ‘é‘édej de: inCHrporacion Comegido y vuelio a Redactar de

-gsta. corporation §6 enmiehdé cambiando “la Seccibn: 4.01(a)" del Arlculo allf

numerado *4” tal que, como se enmienda; dicha Seccidn de: dicho Artiiio se lea
deTa siguiente maners:

SECCION 4.01, Acciories da Capital, (@) la Corporacién esta
attorizada & emitic dos ;-c;la‘s_'és- de acciones gue: deben designarse;
tspedtivariente; acciones preferenciales y acciohes comunes;, Ei
Hinisio Yotal-deaceiones que: la CorporiciSn esta.autorizat 4 eriitir
es:deseteclentos mfmbn?s (700,000,000). de: actishes; Cier millones:
_(00000,000) de dccibhes serdh  deslgiadas  acciones
- preferericiales, por R Walor 8o $O0Z por ‘accidn {Iceih
- Preforencisry. .sjéjgéié‘ﬁtaa millones: (B00,000,000) ds actiohey
serafh designadas mcciones comunes; por un Valor de $0.02 por
 accion (*Accidn Co?f1un"") L& accidn coiiln de & Cooracaénr sera
iotia de tna mlsma clage




1

TERCERO: -Que: dicha enmisnda se adoptd debldanerte de atuerdo con o
previsto en la Secclén: 242 de 14 Ley Generdl de; Corporacitn, del’ Estado da
Defaware, O
! |
: 1
CUARTO: Que ¢! capital de. dicha corperacion: no serd reducido bajo o pot razén
de dicha enmienda 1]
EN TESTIMONIO DE LG GUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este
Cettificado de Enmlenda para qguie sea firmado por Stephen G. Juelsgaard, un,
Funciohario-Autorizado, este 15 de Mayo de 2000,

GENENTECH, INC.

Por: {Fitmd)

Notibre; Stephen G; Juslsgaard:

Titulo: Miceprestdents, Consejo;
¥ Secretarfa General.
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" (Convention de La Haye du 5 Octobra 1951 ]

Country: Unitdd Ftatas of Amarics

This' piblic document ; - -

Has Boan wigned by BayrIat Sifith Windsoy:

- ACLLNG 40 ‘Lo capacity of Ser&tily of State of Deloware

Loars the ;ggﬁisfézfa:'mﬁ or” Offica of aﬁ‘pqug‘;tja:“__ﬁj'rf BY Bitate:

Bt Dover:;, DaYawdra

¥

. theEwanty-rousel diy or May, 4.D% 2005

. ' o
by Sécretary of State, Dalawire Uepartment of Stata

No. 0254033

Seal/s tanip: 1b.  sigmatore:
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The: Ftrst State

S
I, HARRIET. SMITH 'Hf@s’qa:, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, Do HERERY csw:{wr THE ATTACHED TS A TRUE AND. CORRECT
1 H
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT O3 "GENENTECH, INC.", FILED

IN THIS QFFICE ON THE, SIRTRENTE DAY OF ARRIL, K D. 2004, 27 $:39
*O'CLOCR p.M. o

h,  HatrietSmith Windser Sdcretary of on
s Teme

Py

v
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| RESOLVED, dinti¢ Ane

e,

N [ 4w . J..

. , Sﬁuta of 'mkﬁm
.t ‘sa‘mwj‘f'-af Stata:
v, Hvisicn of ca oy

) ' Deliverad”07:44 1t 0836 5004
1672004

713920 04/4672

CBRIIFICATE OF THIRD AMENDMEN 155V, 040281669 - 2115550 toas -

OF AMENDED AND RESTATED
CBRTIFICATE OF INCORPORATION

Genboledh, e, & worparution. organiped dnd existing ugder aid by viriis of the Gonaral
Gorporation Law of the Staw of Delaware,

>t ¥

DOES HERESY CERTIRY:

FIRST: Than ar s meetifig oF the Board. of Direcibts of Gereritesh; Te, 1solitich wers fiily
adoipted detting Taith 4 proposed amendrdent of Uiy Amented wsd Restaicd, Cectificale. of
tucorporation, of safd i, declaritiy seid antendinent o be advisable and alliog ¢
meotinig of g sivekboldais-of silg o5 _bréﬁcn_?armsnsfsder,q,_;i'aw thersof,. e iesolitibimisettig
Forth ¢ Propased dmbndment is an ] ows: .

vt ihe.Ar nﬂc;‘d»audRe?taud Cerificate: 6F Thcorporation of il sorporation b
anended by chiangiog “Séetian:4:01(8)" of the-Aviicle Mol nuntbiered "4y that,-45 sinénded,
fudd Sevilon of safd. Avticte shallbe andivead o5 Tollows: ‘

X

el Stock (i} ma@@mr}m-.‘s.-na-cj;_aﬁ-marﬁgﬁq\' whelidsiy- GEateck to e,
rolecred si0ck a5 gonitin Hogk. Thododal nurster s Shitte Wiithiihg®
ordtigh: 13 o hiundredimii] T2 TO0 U000 sbiros Une Hundred
iliton {160,000:000) kb dedighaicd prdtirnd +h pﬁrirlfﬁh‘-fﬁih?ﬁ&ij\a;p?(EW=
SIek ) Thfes Blioni(1, 0007100,0003 e sball bederigmn & Lot 162k, par vl 30702 per share
*Common Stock it Bonimon SEEK O il Carmorsiibnshiliibe allof e eSS, i

 SedarebL €
desipnated, mspociiv
Coriorsiugh I wibirizr

BECOND: That thereaflay, pursidnr 16 ESOIUH.Of its Board -of Pireclors; i rewlay s,
oftho stodiividery of said LParalion way:duly, called and gl tipon: notlos 11 AcoEaice. ¢ith
Seetfon 220 5t té Getieral iCarporatfor Taw o e Skate bF DiekiFare o Whitch meeling -the
RECE¥SAryY num'Eﬁwr@*f_-'si:_nre_:sirg;_s’t&qu‘iﬁd-ﬁ!;_y‘&tmﬁféwe&f;vo't_e&f{h:favgr: of ihentgadinant,
THIRD: Thiaysatd snseridient was duly adopled. fn seeoRince With e, provisians 6F Sechivn,
2420f dis Geoeral Gotporation L of State.0f.Deliware, - ,

POURTH: “Thap [Eﬂ:t.'aiiil‘t't'[ of sﬁ[d corporntionsslisll vigt s sdioeg WiEF 0n by seasomiof said
SIdHdimse, ' | : ‘

DX WITNESS WHEREOF, yald Geseniteeh, o, hns causedithis TitdiConifions of Asoendmen.

Aabe signed by Siepien G Joslegaiurd, in Aulhorizot Offfeer s 6l day GrApHE, 2004,

-

GENENTECH, NG

By, B St

Name: Stoplen'G. Juslsganrd

Pitte:  Bxeeinve Vice Piésident, General Counsel
and Secretory :

s

His3per" . T
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" TRABUGGION AL ESPARGL del Ce:rﬁﬁgado de:Enmienda.de Genentech, ine.

© o B P

-
APOSTILLA
(Ganvencion de La Haya del 5 de Octubre de 1981)

1. Pals: Estados Unidos de-América

Este'documente piblico

ha sido fierads porHagiet Smith Windsor
3. actuantosn capacidad de Secretaria (e Estado e Detaviare
4 '}!te_vﬁ el selloltimbre de |a Ofie naideiiﬁetrefar'dé?l de: Esteido,

w;.{ie'rt'iﬂgada.- " L

en Dover, Delaware |
sl valntiouatro de mayﬂ; A D 2005

porel Sectefario de Estads, Departamento de Estado d& Delaware
No: 0254033 T

Sello/timibe 10, Fima

-

Harriet 8mith Wiridsor (Firma)
Secrelaria de Estade




DELAWARE,
- EL PRIMER ESTADD

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO' DE DELAWARE, CERTIFICH POl
UNA.GOPIA AUTENTICA Y GORRECTA DEL CERTIFICADD DE ENMIENDA DE
“GENENTECH, ING™, PRESENTADO EN ESTA OFIGINA.EL DECIMOSEXTO DIA
DE ABRIL, A, D. 2004, ATAS 739 EN PUNTO DE LA TARDE,
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CERTIFICADO D.IE:TERGE%A ENMIENDA DEL
CERTIFICADD DE INCORRORAGION
CORREGIDOY VUELTO AREDACTAR |
Genentech Inc., und corpcrracJén brianizada: 7y edistenta ban W por vittudide:1a *Ley.,
Geéneral da Corporacnén del Estado ‘de Delaware,
|
GERFHE’IQA PORLA BEES,'EN‘;TE: f

.
i
‘.

PRtMERO Que en s, remmsn de ta Junta: @wenﬁva ds Geneﬁtech, Inc, 88

-adoptaron debidaments; rasofucfdnes Gue estabhac;an una epmalshda propuesta del

cedificado de. incefpor:aclﬁn Comegido: - vusltes @ RedaCtar e d;cha corporadion,
ﬁecramndo dicha enmienda cema aconsejable ¥: Namahdo a una reunids de

‘acclonlstas de dicha: eorpmacién para tonsiigeacion de fa misma, La resdlti¢ion

establece la snmrienda propuesta de f sigetente-manera:,

 RESUBLVE, que el Certiﬁcad@ de irnccrperacibn Corpgidoy vuého a Redactar de

esta cerporac[én se. emmlende cambmnc[o "|a Secclén 491(&)" del Artfeuio allf

de la -siguionte: maneta: j
SECCION 4.01. Accrones de Capifel, (8) o Corporacién estd
Aautorizada a -emitit dos clases de actiones gue -deben. designarse,
respectivamiente, acciopes prefereﬂciaies y- acciones comunes, El
nlimerd total da accionsg que, la Corporacgén esta gulerizats & efnitic
es dé fres mil elen milbass (3,400,000,000) s acclanes Cien
millones (100; 000 DDG) de acojones., seri des1gnaqas geoiones
preferencidles, por uii waler de $0 B2 por dedion {fAceion
Preferencial"; Trey rm! mliones {3 600 ﬂutﬁfeﬁe’a de acctorms serén

( ‘Acclbn Comun’) La acc}én comidn:de’ la Gerporamén deth toda de

uria Tiigina tlase, )

SEGUNDO: Qe hotle tanto, de seuerdo: coria: resoluc;éﬁ de su Juht.a Drrectwa,
12 reunfd ordifiaila. dé: ac;clonlstas de dicha eorporaclén S8 convoes debldame;nt
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TERGERG: Que dicha: enmiehda Se. adopfs. delidamsifs do: atisrds o fo
previsto: en Ta Seteltn 242

49 It Ley General de Gorporaciin del Estado e
Delaware, '

l CUARTO: Qus ol sapital de. dicha: corp'a’racibn-- no sera-reducido bajo o por razon
de-dicha énmienda : : : '

BN TESTIMONIO DE L0 CuaL, dicha Gensittsch, Ific. ha causado éste
Certificado de Eprmisnda para qoe- sen fitradé por Stephen G. Juelsgaard, ur
Eia ncionatit Alitorizado, ests 16 de Absil d8.2004, . ’
kg
® | ; GENENTECH, ING.
A ‘ : _ Por: {Firma):
o ; : Nombre::Stepher . Juelsgaart
. : Titdlb: Vigapresidents, Consejo: -
! y Seietara Gonerat.
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]dnﬁille |

xConvenﬁi‘on de: .La Haye du 5 Qutobra 1961)

b st e

Counfry: United Statés of Aberisa
This publdie dociments i o
his Béén signed by Harrleb Smtth Wipdgor

2okinyg A5, tho CRPECLLY OF Sepbatary of State Of Dilaware.

badrs the seal/utamp.of Gffica of Secretary nf §tate

S

* .

the twenty-fourth day of [May, A.D, 2005

at Dover, Dalaware

by Secretary of State, Delawsre Depaitmént of State

Ne., 0254632

Saal/Stamp: 10, sighatura;
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T, HARRIET SHITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE oF
DELARARE, DO HERERY CERYIFY THE ATTACHED IS & TRUE AND CORRECT
COPY' OF IHE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF' *GENENTECH, ING,™ Fiibh
IN THIS OFFTCE ON TUE TENTH DAY oF MAY, A.D. 2001, AT 2:05

Qokfeistelo o8 N4
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CERTFICATOOR AMENDMENT
OFAMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPER. ATIGN

Genentech, Lt 4 Cotporation Srgafiizéd and: existing mundar nd Yy Vios of 1hé Ganerst
Corporation Law 6{the State of Delaware. | '

DOES HERERY CERYIEY: SR :

FIRST: ‘That at -2 meeting 4f the Boaid 'of: DirsSats,8f ‘Genentech, Ine. resalurions were duly:
-udopted: seuing foith A proposed ameddment iof ‘the. Amended and Restucd. Ceaificdre of
Inzckpration. 6f sald corporation, -deckifiy: X41d irméndineic to itk advisable and calling &
(4 the stockholders of ssid-Corpbration:for consierstion:thirast: The résoltion Setiing,

: ':jﬁ‘ichdmm"siseamfﬁl_[mv;;{

‘RESOLVED, thar-the Arokndad: and. Restated Certificate: sf Uncarporation.of this torporation B
-amended by changing -Section 4.0 l-gg;?l‘oﬁ!m Article Theteof pumbered =4 5 that, e amended,

»Hid Sectiot of suid:Artivle shall be aud. cend as followa?

“Section4.0). Capitaf Stock: {4y The Corparation ix-autherizad 10 igsue
two ¢lusses:of stock to be designated, tespectively, prefeerad: svock 20d common
siock, The total number of shares which the Corporasion is-authorized To:33sue i3
one billiop theee hundred. million (1,300,000,000} shares. One hundred miilion
(100,000,000) shares' shall be designated preferred. Stock, par value $0:02 peé
share (“Préferred Stock”). One. billion two hindred million (1,200,000,000)
sharés shall: be designared common stock. pas vadue $0.02 per share “Canimon
Swek™). The Common:Stodk 6f dhe. Carporation shall be all of arie clas<™

SECOND: That hereafter, pursuant 1o msolution,of iiv Boutd;of Direcsors.(he regular metting
of the stockhalders- of.sald coporation Sas,dily-called and held upon:aotice in Accordsiice svith
Section 222-of ‘the: Generil Corpdration. Law: of the State: of Deluikurs at » ich fhoeting the
nEéexsEry numbérofshares ?h';:-_r@ﬂgg’j;pjj{b}fﬂigt@;tﬁa\&éf& vilcdFoavir of theshnisndment,

"THIRD: That suid smshdnsent wasduly adopied in: scvordance:iwith e provisions 8¢ Sedfion

202'0f theGagnecdl Cofporation Lawrof the-Sture-af Deluwate.

FOURTH: “Tht-the-caplal df:dit Baporation shull not be peducsd-undse sriby redson of said
amendment, : | '

IN WITNESS WHERECF, s1id Geneniech, In. bak ¢aused this:Cenificate of Asendment 1 e
signedby Stephen G- Juelsgascd, 40 Apthorized:Oficer, this 10t day of May, 2001

Benibr Vies Presid
utid Secratary:

P e i
i - ‘

-
R

-
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" TRADUJCEION ALL"E"S’F?KN@L&@I Cértificade ds Eomienda de Genentech; int:

. -APOSTILLA
{Conveniciéi dé Laiaya dei &.de Oetiibre:-de. 1 961)

1. Pdis:Estados Yhidos da Amerca
Este doeumnerito puslis:
2 ha o fiffiado por Hardet Smith Windsor
3 _ac;iﬂliaﬂdﬁ"emeapa'ﬁfda€5~de"»'Se.‘TCT;éfaﬁéf-ﬁG-;E's&{dbzdéfﬁéléwaré .
4= lleva elseliohtimbre de ld Oficiadel Secretario de EStEde.

"Certificado

efi Diovar, Delaware _

si-Veinticuatro de mayo; A, B: 5605

por el Secretario de Estado, Deparfamento-de Esta‘clo.-défDélawa[e‘
No. 0254032

Seilofimbre 3 19..  Firma

o T

HarrietSmith Windser-(Firfia)

| Secietainge Estado
i

v




PELAVARE NPT
* EL PRIMERESTADQ

¥Q. HARRIET SMITH WINDSQR, SEORETARIA BE ESTADO BEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO:POR LA PRESENTE QUE EL ANEXQ ES
UNA EOPIA AUTENTICAY CORREGTA DEL CERTIFIGADO DE ENMIENDA DE
“GENENTECH, INC?, PRESENTADC EN ESTA OFIEINA £l DECIMO DIA BE
MAYQ, A. D: 2007, A LAS 2:05 EN P;UN’FO DE LATARDE.
-

3
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_ Corporac:érs del‘Estado de: Délav.ra*ré, € Jénde el rnfi o

CERTIFCADODE TERCERAENMIENDA DEL
CERTIFICADO DE. INCORPORAG: ION
CORREGIDG Y VUELTO A REDACTAR

Genentech Iné. urs tor;ﬁoramén oiganizada yrexistente. bajo y porvifud de 15 Léy
Genetal ds Corporadion dal Esfado de Delaware;,

CERTIFIGAPORAA PRESENTE:

PRIMERQ: Que ‘e uha: renidh da la: Junta Dlrectiva: des Genentech; Inc. se.
adoptaron debidametits: resduciones~que establecen una enmlehda“propuésta el

certificatio <t incorperacion Corregxde v vuelto d Redaclar de dicha sorporugisn,

declarands dicha ‘enmienda C'omo deonsejable y lamands & s regnion de:

acéionistas de dicha corparagish ipara cotisidaragion: da 1a misma. La resolucitn
establece faenmifonga proplestsde(d siguiente mdneia;

RESVUELVE, qué el Ceitificado de: In¢orporacidn:Corregido y- virelto a Redactar-de
ssta cOrperaciBh se. ehmlénde cambiando “la: Seccidn 4.1, ()™ del Attciilo. alll

numérado 4" tal gae, como, se enrn:enda dicha Seccidn: dé dicho: Articulo se lea
déla siguiente manera; :

SECCION #.(1. .ﬁ‘-éafqifefs‘ de TCapital, {a) la Cowporacish esty
autorizads d sititii dos ?’d{asesz_ggicdfbnbs- que: debery desigitarse,
fespdctivamente, accionesspreferenciales v acdionss: Gomufies. El;
fiiriero fotal deacclodes: que'l Corporacién Ssta-ditstizada a emifir
’ es-de mil. frescientos mTr"hes {1, ,300@00;000) de acclones. Cien
mcflones cwo 660, Bob)'de aéélohes *serﬁn desgnadas admones-.
Preferencual') M:l*doscnemos mnlrones (1 200 000 GOD) de-gckiones
-‘»seréh deSignadas at:t:lones comunes pér an valor de $0.02 por’

¥'5& sostuve:al seranunciada de acuerds cor T8 s / 4

Wt oy
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|
TERCERD: Que dicha, enmitnda 88 adopth debidamente de: acuerdo con Io:
previsto en’ la -Seccidn. 242 de la key Genetal dé Corporacitn del Estado. de:
Delaware, o

. l . .
CUARTO: Que. el edpital de dicha corporacion no sera redicido bajo o por razén
de dicha ehmienda .

EN TESTIMONIO DE LO© CUAL, dicha Genentech, o, he causado este:
Certificado de Enmienda para que’sea fimado, por Stephen G. Juelsgaard, uh

Fundionario Autorizado, éste 10 de Mayo de 2001,

GENENTECH, INC.

Poi: (Firina)
| Nombre: Stephien:G, Juglsgaard:
| Titulos Vicepresidents, Consej
y SecretariaiGensrl,

LAY

ot W




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

EI .
Indusiria v Comercio ’“IMI“IM“I“IIIIIII'IIIII

SUPERINTENDENCI.A 0. '44908"00000‘0
Facha: 2011 10-26 17:00:11  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYIl Eve: 378 FASENACIONALI
PATENTE DE INVENCION D MODELO Act. 411 PRESENTACION  Follos: 389

Indicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacién del solicitante o de Ia persona que presenta la solicitud
Descfipcion de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

NRNNN

Comprobante de pago de las tasas establecidas {De ser el caso formato de descuento)

Completa I:I ' Incompleta [:l

PATENTE DE INVENCION PCT ’ZT MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circutar Unica

Indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tat como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas {de ser el caso formato de descuento)

EIENENr|

Completa Incompleta D
DISERO INDUSTRIAL D ' (Art. 119 Decision 486/00)
D Indicacion que se solicita Disefio industrial
I:] Datos de identificacion del solicitante o de Ia persona que presenta la solicitud
D Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio

D Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO | | (Art. 92 Decision 486/00)

Indicacién que se solicita un esquema de trazado —[
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion gréfica de un esquemna de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

HERRNEN

PI02-FO8 (2009-11-18)




