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Anexos:

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

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

Poderes, si fuere el caso.

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

Declaraciones.

Copia de la solicitud intemnacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar sfectuado por la IPEA.

Traducceién del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

De ser el caso, certificado de depésito del material biolgico.
Arte final 1212

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

Otros
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FIG C

@ Solicito la concesion de la patents,
NOMBRE: EMILIO

FERRERO
FIRMA : éﬂ,& C:.,...___

C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.929
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EDIFICIO SISKI
CARRERA 4a N° 7228
BOGOTA, & - COLOMBIA

Representacidn' y-Pode con autenticacldn notarial y Apoatille
para patentes, modelos de uiliidad, disefios Industriales,
marcas de fibrics, nombres comerciales, ensefias, nombres
de dominio, lemas comerclules, Ucencias.

Represeatstiocn aud PowerofF Attorney  with uotarial
autbenticatiop and Apostille for pateats, utility models,
indusirial designs, trademarks, commercinl pames, trade
tmblems, domain names, slogans, licenses.

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY

Yo (nosotros), abajo fimado (s)1 (we), the undersigned

CELLTECH R&D LIMITED
domiciliado (s)envof_208 BATH ROAD

SLOUGH, BERKSHIRE SLi 3IWE

UNITED KINGDOM

por el presente nombramos & EMILIO FERRERO, tpa. 31929
GONZALO PERDOMO, tpa. 83]; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23535 y GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domcilindos en Ia Casrera 4
N* 72 34, Bogoth, Colombia, en obedecimicnto & lo dispuesto en el

garigrafo 1o del Articulo 543 del Cédigo de Camercio, ef primero come -

principal y los demids como suplentes, en s onden, como mis (nuestras)
ca todos los ssuntos de propieded industrial con fhoulind

recibir notificaciones y nombrer spodersdos Judiciales o
exirgjudiciales. El primer representante suplents reampiazark al principal
£ easo de susencia o impedimento tempora] o definitivo de squil La
misma regla se aplicari cuando el segundo representante suplente hays

deo reemplazar o primero, o ¢ tercero ol segundo. En tales casos, ¢
repregentanic princlpal, o of primer, o sopundo amplente, e s casp, 0 -

smbos, decharwrin s intencidn de no ejereer In represeniacin mediante
declaracién sutenticada por Notario Piiblico en Colambla, o por Notario
um?mhub??ﬂh,othnlumtmdnqhmyi
e tratare de impedimento, coa ¢! centificado respectivo. Si algpuno de los
nombrados faltare definitivamente, el sigulents tomant g1 lugar. Cusndo
cemnre In usencis 0 impedimento del representante principal, o de m
primero o pegundo suplentss, en s caso, podnin gacer In
representacién, en su orden, uno u oiros segim ¢l caso, asumiéndola por
¢l solo becho de cjercerle, cesmndo en st momento o geseicio de I
representacién por ¢l primern, szgundo o tercer suplents en su caso.

Ademils, conflero (conferimos) poder a los sbogades arrfba nombrados, *

.mumﬁnkml(mmmﬂym
Ia competencla deslesl, a cuyo efecto aniorizo (amos) s los ‘dichos
spoderados para que me (nos) répresenten ante cuslesquicrs emidades o
personss, cjermn o no jurisdiccith, cspecisimente anie a del onden
administrative, contencioss administrativo y* judicisl, ssl como s
tribunales de wbitamento, en todo lo concemiente & los sigulentes
asunlos: o) Obtencidn de patentes de invencidn, modelos de utllidad, y
discfios indusriales; el registro de”marcas de flibrics, colectivas,
defensivas, de servicio, lemas es, nombres comerciales,
ensefins, nombres de dominio, variedades vegehiles y denomineciones de
origen; s renovacidn, taspaso, cambio de mombre o domicilio,
cancelacidn volumtaris; y el registro de licencias de uso de esos derechos,
b) Las acclones de competencin deslesl, proteceién del consumidor,
opasiciones u observaciones, cancelacién administrativa y Judicial,
nulided, medides cautelsres, concesidn de licencias, Ia tuicls, ln
proteccidn de secretos industrinles, ¥ en general los juicios civiles,
penales, adminisrativos o contencioso administuwtivos relacionados con
csos derechos; acciones y procesos que proMoOVEMO: O S¢ NoS

CAVELIER ABOGADOS
WPPODEQI-179 {(MINUTA 12.1.12.5)

in dus eompliance with the teyms of parmgraph 15t of article 343 of the
Commercis] Code, do hereby sppoint EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PARZ, tpo
23533 end GERMAN CAVELIER, tpa. §32, downlciled st Curvers 4 N*
72 33, Bogotd, Colombia, the first ay principal and the others a3
alternates, in the order of their sppointment, sa our representatives fior all
fndustris] property matters with faculty to recelve notifieations sud
appolat sitorneys in and out of Coort. The first ahernate shall replecs the
principal in cese of hig shsence or of tempoml or definitive impediment.
The mne rule will spply when the second alhernxte representative is
repiace the fint one, or when the thind s 1o replace the fire or second
alternates in their tum, or both of them, second, In such csses, the
principal represeniative, or the first or second sheraates in their tum, or
both of tham, shall siste their intention not to act s Tepresemtatives
through a declarstion given before & Notary Public in Colombis, or before
a Notary or snother Public Official or a Colamblan Consul abroad; and In

caye of impediment, the sppropriste certificate shall suffice. If any of the |

appaintess were to be definitely absent, the following alternate shall take
hlﬂn%ﬂbhuulqdmdhmpl
mMuufhﬂmumdm thejr furn &

. In sddition, we grant a Power of
siiomeys ot law 5o thal they may
industrisl property and against the
1 (we) muthorize the said aftoreys

administrative, administative eontentious aod judicinl, as well as before
Arbitration Court, in all maters conceming the following: 1) Obtsinment
of patents, utility models snd industrial designs; the registration of
trademarks, eollective, defensive and service marks, sogans, commercial
oames, tmde emblerms, domsin pames, vegetal vaictles and
denominations of origin; its renewnl, essignment, change of name or
domiclle, voluntary cancellation; and the registmtion of licensey of use of
the above rights; b) Actions of unfair competition, protection to the
cosumer, oppositions or observations, adminbtrative or Court
eancellation, mllity, Infringement, granting of licenses, the action for writ
mandamng, the proteetion of wade secrets, and in general the civil, penal,
snd sdminigwative suits relating to those rightss ections and muils
ingtinnted by me (us) or against me (us). And that in al} the above matters

they may subsiitute this Power of Anoreey, compromise, concillate,

4315
8382,

—




i. : '-qullclnbdulumuﬁhdmnﬁndﬂ.puﬁ admbt the facts of the cusc, desist, eancsl, receive, reslgn, and ratify acny ’y
esic msndalo, transigir, concllisr, admitir los bechos de done by representatives without & power of attomey.
desiatir, canceler, recibir, renunciar, y mtificar los actos de R
oficiosos. . { (o
Joviwa Ao Busicern) SLATER
lomiArn| LeceeToy b
L
|
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ATENTI

CACION NOTARIAL (SOCIEDAD)

iefifrascerito Notario Certifica: Que la firma que entecede de
d’ﬂ Slater
/uamhﬁn;quellipnin pefla actusimente ¢l cargo
de 12 a Soceé

db 1a compafifa ¢d

NOTARIAL AUTHENTICATION (COMPANY)

The llllh},l_ﬁd Notary certifies: That the preceding signature
of H

Jottd SeaTald
is muthentic, that the signatory currently acts in the position of

of the company ¢ [Z}_La TELH i X)) L..TD

sociedad que te ext yuﬂu’;nlndldlm;

las icyes de lZ;i;j:'[(n

que la direcclén da dicha compafila &3 .
jt;ﬁﬁ‘ |

lmyﬂmgrén i Euﬂmindmduhhuaf_

rTT—CYCT i >
Sk

yqud_dpuioﬂmﬁmlhdmwmbum

Todos los hechos anteriores le consten por haber exxminado los
documentos respectivos y de todo ello da fe.

' and that the signatory has the power to grant this document.

The Notary Public is and sttests 1o the above ficts upon
mhlinofﬂnu%ﬂwm.
Given and signed in

.Myﬁmnhen N
A4 Emep- 2o |o R jmb_m
h
Et Notzrio Pdblico - mmﬁé
(Firma-sello) (Signature-seal)
/
APOSTILLE
{Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. Country:
. . el S
) This public document Hlt.h
3. L
4.
5.
1.
8.
9.

O CAVELIER ABOGADOS



TRADUCCION OFICIAL No. 14.02/02 realizada por Diego Vargas,
Traduct r Oficial, Resolucién No. 0001 de 1999 del Ministerio de
Justicia y registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteri res

de Colombia.

A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento de Representacién y Poder escrito en inglés y espafiol
P r medio del cual CELLTECH R&D LIMITED domiciliado en el 208
BATH ROAD, SLOUGH, BERKESHIRE SL1 3WE, REINO UNIDO, ot rga
derechos de representacién y poder a los Doctores EMILIO FERRERO,
tpa. 31929; GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ,

tpa. 23555 y GERMAN CAVELIER, tpa. 832.

Dado y firmado hoy 24 de Enero de 2002

En _ Slough, Reino Unido

Por
Firma Ileqgible
Firma
X JOHN ANDREW DUNCAN SLATE
SECRETARIO DE LA SOCIEDAL
H3 ‘:.-ﬁ l'_
EEEE Ef‘.
- __".-l-:::r: ik .

-l 41

AUTENTICACIGN NOIARIAL '(socxgnnn) en donde se certifica la
anterior firma de JOHN SLATER, asfi como de su cargo como
Secretario de la BSociedad, compafifa actualmente existente y
c nsetituida de acuerdo a las leyes de Inglaterra con direccién en
el 208 BATH RD, SLOUGH. Adicionalmente se certifica que el
signatario tiene facultad para otorgar este documento.

Dado y firmado en Winds r



El 24 de Enero de 2002

_Firma ilegible

Notario Pfiblico
{Sello-Firma)

Sello: Phillip H. Jones
Abogado y Notario
Madeaira House, Madeira Walk,
¥Windsor, 814 1EU Ingalterra
07153 851591
(ANEXO)

APOSTILLA

-,

—_—

(Cvencién de 1a Haya de Octubre 5 de 1961/ Convention de 1a Haye du 5 octchre 1961)

1.

Pais: Reino Unido de Gran Bretafia

Pays:

Este documento piiblico/ Le présent acte

Ha sido firmado por Phillip E Jones
a été signé par

Actuando en calidad de Notario Piblico
agissant en qualité de

e Irlanda del Norte

Royaume-Uni de Grande-Bretagne et d“Irlande du Nord

public

s 30 BOGOTA, HADD CONSTAR QUE LA
. TYGCOMA ENMMSIDE Cow KL CRIGINAL

GUE ML TEMIGOA L VINTA
y > RN oGRS 2

mmﬂ

lleva el sello/estampilla de El Mencionado XNotario Pdblico

est revétu du sceau/timbre de

Certificado/Attesté

en londres/ 4 londres 6.

El/le 05 de Febrexo de 20032

por el Secretario de Estad Principal de Su Majestad para Asuntcs

Extranjercs y de la Commidad /
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9. Estampllla: 10. PFirma: T.8. Cunninghanm

timbre:

Firma Ilegible

OFICINA DE RELACIONES EXTERIORES Y DE LA COMUNIDAD LONDRES

LEYENDA :
Aparece un sello seco semesjante al descrito anteriormente

Por el Secretario de Estado /Pour le Secrétalre d”“Etat

BEs traducci6n fiel y completa de la cual se deja copia en esta
D B N

ficina para su confrontacién

.uum mmu:é. ﬂg{go n
TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL
ESPAROL - INGLES — INGLES - ESPAROL
RES. 0001 DE ENERO 4 DE 1999

MINISTERIO DE JUSTICIA

/COLO 13115-841-001-2/DVZ/ID:3087/WPCL002G
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) Worid Intellectual Property Organization

Inmeonations] Burean NEERIEREEEENE
{43) Interuational Fablicstion Date (10) International Publicsgion Number
13 November 2003 (13.11.2003) PCT WO 03/093320 A2
(51) Internaptignsl Putent Classification™ COTK 16428, (74) Agents: MERCER, Chrisiophes; Paul ct al.; Carproachs

CI2N 1513, 1545, 510, AS1K 39395, I1/708%, AGIP
3500

(11) Internatioaal Applicstios Number: PCT/GBOV01934

(22) Intereational Filog Date: 2 May 2003 (02.05.200%)
(25) Fiiag Languager English
(26) Publication Languape: English

(30) Priority Data:

02101210 2 May 2002 (02.052002) OB

’'4

(71) Applicant (for all designated Siates except US): CELL-

TECH R & D LIMITED (GB/IBL;, 208 Beth Boad,
Slough, Berkxhire S1.1 SWE (GB).

Investors; and /
Isventowrs/Applicants US only): mﬂl&
mmm&;&nﬂnanuﬂm

33

Hoathes, Margaret [GB/GB); Celliech R & D Limbied,
208 Bath Road, Slough, Berkxhire SL1 IWE (GB).

& Ransford, 43 Bloomsbury Squere, London WC1A 2RA
(am).

(S1) Desiganted States (natfonal): AR, AG, AL, AM, AT, AU,
AZ,BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, COJCR, CU,
CZ, DB, DK, DM, DZ, BC, HE, S, F, GB, 4D, GB, GH,
M, HR,HU,ID, L, IN, IS, JF, KB, KO, EP. KR, KZ, LC,
LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, ME, MN, MW,
MX, MZ, NI, NO, NZ, OM, FH, FL, PT, RO, R, SC, 3D,
SB, 30, SK, 3L, T), TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US,
UZ,VC, VN, YU, ZA, 2M, 2W.

(84) Designated Siates (rgional)s ARIPO patent (GH, GM,
KB, LS, MW, MZ, 3D, 8L, SZ, TZ, UG, 2M, ZW).
Burasien patent (AM, AZ, BY, KG, XZ, MD, R, T3, TM),
Earopenn patent (AT, BB, BG, CH, CY, CZ, DR, DK, BE,
BS, FI, FR, GB, GR, HU, 18, IT, LU, MC, NL, PT, RO,
SE, SI, SK, TK), OAP1 pasent (BF, BJ, CR, OO, (I, OM,
GA, GN, 0Q, GW, ML, MR, NR, SN, TD, TG)-

Pablished:
—  without international ssarch report and to be republished
xpon recelpt of that repart

Ror two-letter codes and other ablwaviations, refer to the "Guld-
ance Notes on Codes and Ablreviations” appearing ot the begin-
ning of aach regular issue of the PCT Gaxesie.

(54) Tile: BIOLOGICAL PRODUCTS

(57) Abstract: Thers Is disclosed antibody wolscules contaising at least cns CDR derived from & mouss monocionsl antibody
having specifictly for tnman CD22. There is slso disciosed s CDR grafied sutfbody wherein at Jasst one of the CDRs is & modified

CDR. Farther disclosed are DNA soquences encoding the chains of the anfbody molacules, vecton, tmusformed bost cells and uses
of the antibody moleculos in the troatment of disasses medisted by calls expressing CDX22.
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WO 03/093320 PCT/GBIIN1934
1

BIOLOGICAL PRODUCTS

The present invention relsies to an antibody molecule having specificity for
sntigenic determinsnts of the B lymphocyte autigen, CD22. The present invention also
relates to the therapeutic uses of the antibody molecule and methods for producing the
antibody molecule.

In a natoml antibody molecule, there are two heavy chaing and two light cheins.
Each heavy chain and cach light chain has at its N-teminel end a varisble domain. Each
"variable domain is composed of four framewoak regions (FRs) altemating with three
complementarity determining regions (CDRs). The residues in the variable domains are
conventionally numbered according to a system devised by Kabat ef o, This system is set
forth in Kabat et al., 1987, in Sequences of Proteins of Immnnological Interest, US
Department of Health and Humsn Sexvices, NIH, USA (hereafter “Kabet ef al. (supra)™).
This numbering system is used in the present specification except where otherwise
ndicated

The Kabat residue designations do not always correspond directly with the lincar
numbering of the amino acid residues. The actual linear amino acid sequence may contain
fewer or additional amino acids than in the strict Kabst rombering comresponding to a
shortening of, or insertion into, a stractural component, whether framework or CDR, of the
besic variable domain stucture. The comect Ksbat nnmbering of residues may be
determined for a given antibody by alignment of residues of homology in the sequence of
the antibody with a “standard™ Kabat numbered sequence.

The CDRs of the heavy chain variable domain are located at residues 31-35 (CDR-
H1), residues 50-65 (CDR-H2) and residues 95-102 (CDR-H3) according to the Kabat
mumbering.

The CDRs of the light chain variable domsin are located at residucs 24-34 (CDR-
L1), residues 50-56 (CDR-L2) and residues 89-97 (CDR-L3) according to the Kabat
mumbering.

Construction of CDR-grafied antibodies is described in Buropean Putent
Application EP-A-0239400, which discloses a process in which the CDRs of a mouse
monoclonal antibody are grafied anto the framework regions of the variable domains of a

1
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WO 03093320 PCT/CBOSNI9M

2

CDRs determine the sntigen binding specificity of antibodies and are relatively short
peptide sequences carried on the fiamework regions of the variable domains.

The carliest work on humanising monoclonal antibodies by CDR-grafting was
carvied out on monoclonal sntibodies recognising synthetic sntigens, such as NP.
However, examples in which a mouvse monoclonal antibody recognising lysozyme and a
rat monoclonal antibody recognising an entigen on humsn T-cells were humanised by
CDR-grafting have been described by Verhoeyen ef al. (Science, 239, 1534-1536, 1988)
and Riechmann ef al. (Nature, 332, 323-324, 1988), respectively.

Riechmann et al., found that the transfer of the CDRs alone (as defined by Kabat
(Kabat ef al. (supra) and Wau et al., J. Bxp. Med,, 132, 211-250, 1970)) was not sufficient
to provide satisfactory antigen binding activity in the CDR-grafted product. It was found
that & nomber of fremewuark residues have to be altered so that they correspond to those of
need to be altered are described in Intemational Patent Application No. WO 9007861,

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

Malignant lymphomas are a diverse group of necoplasms. The majority of cases
occur in older people. Non-Hodgking Lymphoma (NHL) is a disesse that currently affects
200,000 to 250,000 patients in the U.S. It is the second fastest rising cancer in the US.,
rising at a rate of about 55,000 new cases per year. The incidence is rising at a rate that is
greater than can be accounted for aimply by the increasing age of the population and

" exposure to known risk factors.

The classification of lymphoma is complex, and has evolved in recent decades. In
1994 the Revised Buropean-American Lymphoma (REBAL) classification was introduced.
This classification organises lymphomas of B cell (tho most frequently identified), T cell
and unclassifiable origin into agreed subtypes. In everyday practice, the grouping of NHLs
into low, intermediate and high-grade categories on the basis of their general histological
sppearnance, broadly reflects their clinical behaviour.
may involve other anatomical sites sach as the liver, spleen, bone mamow, lung, gut and
skin. The disease commonly presents as & painless enlargement of lymph nodes.
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virtually cvery organ has been documented. Systemic symptoms include fever, sweats,
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Until recently, the Ann Arbor staging system, based entirely upon the anstomicsl
extent of disease, was the major determinant of therapy in NHL. This information may be
dehydrogenase levels and performance statns. Even 8o, knowledge of the Ann Arbor
staging system, together with the histological and immunological subtype of the tomonr, is
still the major determinant of treatment.

Low grade NHL has an indolent course, with a median patient survival of 8 to 10
years. Survival is little impacted by currently available therapy, although irradiation of
local disease and chemotherapy for systemic symptoms improves patients” quality of life.
Combination chemotherapy may be reserved for relapsed disease. Intermediate disease
and, especially, high grade discase is extremely aggressive and tends to dissemipate.
Disease of this grade requires urgent treatment. Radiotherapy may be a useful companent
of treatment in patients with very bulky disease. Many different chemotherapy regimens
have been employed, and long-term disease-free survival may be obisined in more than
half of patients. High dose therapy with stem cell support was introduced initially for
patients with relapsed or refractory disease, but is now increasingly finding s place in first
line therapy for patients with poor-risk discase. The tendency in recent years for an
increasingly aggressive thermpeutic approach must be balanced against the generally
elderly age and relative debility of many patients with NHL, and by the need to maich the
toxicity of treatment to the individual prognosis of each patient’s discase.

Improved treatments, that are more effective and better tolerated, are needed.
Agents recently introduced inclade new cytotoxic drugs, progressively incorporated into
combinations, and the introduction of antibody-based therapies.

Non-Hodgkin’s lymphoma encompasses & range of B cell lymphomas. B cell
antigens therefore represent suitable targets for antibody therapy.

CD22 is & 135 kDa membrane glycoprotein belonging to a family of sialic acid
binding proteins called sialoadhesine. It is detected in the cytoplasm eady in B cell
development, appears on the cell surface simultancomsly with IgD and is found on most
mature B cells. Expression is increased following B cell activation. CD22 is lost with
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terminal differentiation and is geperally reported as being absent on plasma cells. Thus
this internalising anfigen is present on the suxface of pre-B cells and mature B cells but not
stem cells or plasma cells.

Two isoforms of CD22 exist in man. The predominant form (CD22f) contains 7
immmnogjobuliv-like (Ig-like) domains in the extracellular region. The CD220 variant
lacks Ig-like domain 4 and may have a truncated cytoplssmic domain. Antibodies which
block CD22 adhesion to monocytes, neutrophils, lymphocytes and erythrocytes have been
shown 1o bind within the first or socond Ig-like domain.

The cytoplasmic domain of CD22 is tyrosine phosphorylated upon ligation of the B
cell sntigen receptor and associates with Lyk, Syk and phosphatidyl inositol 3-kinase. The
fonction of CD22 is to down-modulate the B cell activation threshold. It can also mediate

CD22 is expressed in most B cell leuknemias and lymphomas, including NHL,
acute lymphoblastic leukaemia (B-ALL), chronic lymphocytic leukaemia (B-CLL) and
especially acute non-lymphocytic lenkaemia (ANLL).

Moanoclonal antibodies against CD22 heve been described in the prior sit. WO
98/41641 describes recombinant anti-CD22 antibodies with cysteine residues at ViA4 and
ViL100. WO 96/04925 describes the Vy and V). regions of the anti-CD22 antibody L12.
US 5686072 describes combinations of anti-CD22 and anti-CD19 immmnotoxins. WO
98/42378 describes the use of naked anti-CD22 antibodies for the treatment of B-cell

Homanci

A oumber of antibody-based therspeutics have either been recently licensed, g,
Ritoxam (sn unjabelled chimeric boman y1 (+mylV-region) specific for CD20), or are in
clinical trials for this disease. These rely either on complement- or ADCC- mediated
killing of B cells or the use of radiomclides, such a8 ' or Y, which have associated
preparation and use problems for clinicians and patients. There is a nced for an antibody
molecule to treat NHL which can be used repeatedly and produced easily and efficiently.
There is also a need for an antibody molecule, which has high affinity for CD22 and low
immunogenicity in humans.
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In a first aspect, the present invention provides an antibody molecule having
specificity for human CD22, comprising a heavy chain wherein the varisble domain
comprises & CDR (as defined by Kabat ef al., (supra)) having the sequence given as H1 in
Figure 1 (SEQ ID NO:1) for CDR-H1, as H2 in Figare 1 (SEQ ID NO2) or an H2 from
which a potential glycosylation site has been removed, or an H2 in which the lysine
residue at position 60 (according to the Kabat numbering system) has boen replaced by an
alteative amino acid, or an H2 in which both the glycosylation site and the reactive
lysine at position 60 have been removed for CDR-H2 or as H3 in Figure 1 (SEQ ID NO23)
for CDR-H3. '

The antibody molecule of the first aspect of the present invention comprises at least
one CDR selected from H1, H2 and H3 (SEQ ID NO:1, SEQ ID NO2 and SEQ ID NO=3)
for the beavy chain variable domain. Preferably, the antibody molecule comprises at least
two and more preferably all three CDRs in the heavy chain variable domain.

In a second aspect of the present invention, there is provided an antibody molecule
having specificity for nmman CD22, comprising a light chain wherein the variable domasin
comprises 8 CDR (as defined by Kabat ef al., (spra)) having the sequence given as L1 in
Figure 1 (SEQ ID NO:4) for CDR-L1, L2 in Figure 1 (SEQ ID NO:5) for CDR-L2 or L3 in
Figure 1 (SEQ ID NO:6) for CDR-L3.

The antibody molecule of the second aspect of the present invention compises at
least one CDR selected from L1, L2 and L3 (SEQ ID NO:4; SEQ ID NO:5 and SEQ ID
NO:6) for the light chain varisble domain. Preferably, the antibody molecule comprises at
Jeast two and more preferably all three CDRs in the lght chain varisble domain.

The antibody molecules of the first and second aspects of the present invention

preferably have a complementary light chain or a complementary heavy chain,
respectively.

Preferably, the antibody molecule of the first or second aspect of the present
invention comprizses a heavy chain wherein the variable domain comprises 8 CDR (as
defined by Kabat ef al, (supra)) baving the sequence given as Hl in Figure 1 (SEQ ID
NO:1) for CDR-H1, as H2 in Figare 1 (SEQ ID NO:2) or an H2 from which a potential
glycosylation site has been removed, or an H2 in which the lysine residue at position 60
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(sccording to the Kabat mmbering system) has been replaced by en-altemative amino acid,
or an H2 in which both the glycosylation site and the reactive lysine at position 60 have
been removed for CDR-H2 or as H3 in Figure 1 (SEQ ID NO:3) for CDR-H3 and a light
chein wherein the varisble domein comprises a CDR (as defined by Kabet ef al., (supra))
having the sequence given as L1 in Figare 1 (SEQ ID NO4) for CDR-L1, as L2 in Figure
1 (SEQ ID NO:5) for CDR-L2 or as L3 in Figure 1 (SEQ ID NO:6) for CDR-L3.

The CDRs given in SEQ IDS NOS:1 to 6 and in Figure 1 refemred to above are
derived from a mouse monoclonal antibody 5/44.

The camplete sequences of the variable domains of the mouse 5/44 antibody are
shown in Figure 2 (light chain) (SEQ ID NO:7) and Figure 3 (beavy chain) (SEQ ID
NO:8). This mouse antibody is also referred to below as “the donor antibody™ or the

A first altemstively prefesred embodiment of the first or second aspect of the
present invention is the mouse monoclonal entibody 5/44 having the light and heavy chain
varisble domain sequences shown in Figure 2 (SEQ ID NO:7) and Figure 3 (SEQ ID
NO:8), respectively. The light chain constant region of 5/44 is kappa and the heavy chain
constant region is IgG1.

In a second alternatively prefermred embodiment, the antibody according to either of
the first end second aspects of the present invention is a chimeric mouse/human antibody
molecule, referred to herein as the chimeric 5/44 antibody molecule. The chimeric
antibody molecule comprises the variable domsins of the mouse monoclonal antibody 5/44
(SEQ ID NOS:7 and 8) and human constant domains. Prefersbly, the chimeric 5/44
antibody molecule comprises the human C kappa domain (Hicter ef al., Cell, 22, 197-207,
1980; Qencbank accession number J00241) in the light chain and the homan gamma 4
domains (Flanagan et al., Nature, 300, 709-713, 1982) in the heavy chain, optionally with
the serine residue at position 241 replaced by a proline residue.

Preferably, the antibody of the present invention comprises a heavy chain wherein
the variable domain comprises as CDR-H2 (as-defined by Kabat et al., (supra)) an H2' in
which a potential glycosylation site sequence has been removed and which unexpectedly
increased the affinity of the chimeric 5/44 sntibody for the CD22 antigen and which
preferably has as CDR-H2 the sequence given as H2' (SEQ ID NO:13).
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Altemnatively or additionally, the antibody of the present invention meay comprise a
heavy chain wherein the varisble domain comprises as CDR-H2 (as defined by Kabat et
al., (suprs)) an H2"* in which a lysine residue at position 60, which is located at an exposed
position within CDR-H2 and which is considered to have the potential to react with
conjugation agents resalting in a redoction of antigen binding affinity, is substituted for an
altemative amino acid to result in a conserved substitution. Preferably CDR-H2 has the
sequence given as H2" (SEQ ID NO:15).

Alternatively or additionally, the antibody of the present invention may comprise a
heavy chain wherein the variable domain comprises as CDR-H2 (as defined by Kabat et
al., (supra)) an H2"** in which both the potential glycosylation site sequence and the lysine
residue at position 60, are substituted for alternative amino acids. Preferably CDR-H2 has
the sequence given as H2"* (SEQ ID NO:16).

In a third altematively preferred embodiment, the antibody accarding to either of
the first and second aspects of the present invention is a CDR-grafled antibody molecule.
The term “a CDR-grafied antibody molecule” as used herein refers to an antibody
molecule wherein the heavy and/or light chain contains one or more CDRs (including, if
desired, a modified CDR) from & donor antibody (e.g. a murine monoclonal antibody)
grafted into a heavy and/or light chain variable region framework of an acceptor antibody
(c.g. a human entibody).

Preferably, such a CDR-grafied entibody has a variable domain comprising human
acceptor framework regions as well a3 one or more of the donor CDRs referred to above.

When the CDRs are grafied, any appropriate acceptor verigble region framework
sequence may be used having regard to the class/type of the donor antibody from which
of human frameworks which can be used in the present invention are KOL, NEWM, REI,
EU, TUR, TEL LAY and POM (Kabat ef al. (supra)). For example, KOL and NEWM can
be used for the heavy chain, REI can be used for the light chain and EU, LAY and POM
can be used for both the heavy chain and the light chain. Alternatively, human germline
sequences may be used. The prefesred framework region for the light chain is the human
germline sub-group sequence (DPK9+JK1) shown in Figure 5 (SEQ ID NO:17). The
preferred framework region for the heavy chain is the human sub-group sequence
(DP7+JH4) shown in Figure 6 (SEQ ID NO:21).



10

15

20

30

WO 03093320 - PCT/GBO3N1934
8

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

Also, in a CDR-grafted antibody of the present invention, the framework regions
need not have exactly the same sequence as those of the acceptor antibody. For instance,
unusual residues may be changed to more frequently-occourring residues for that acceptor
chain class or type. Altematively, selected residues in the acceptor fmmewark regions
may be changed so0 that they correspond to the residue found at the same position in the
donor antibody or to a residue that is a conservative substitution for the residue found at
the same position in the donor antibody. Such changes should be kept to the mininnum
necessary to recover the affinity of the donor antibody. A protoco] for selecting residues in
the ecceptor framework regions which may need to be changed is set forth in WO
91/05967. -

Preferably, in a CDR-grafted antibody molecule according to the present invention,
if the acceptor light chain has the buman sub-group DPK9+JK1 sequence (shown in Figure
2) (SEQ ID NO:17) then the acceptor framewurk regions of the light chain comprise donor
residues at positions 2, 4, 37, 38, 45 and 60 and may additionally comprise a donor residus
#t position 3 (according to Ksbet ef al. (supra)). :

Preferably, in a CDR-grafted antibody molecule of the present invention, if the
acceptor heavy chain has the human DP7+JH4 sequence (shown in Figure 3) (SEQ ID
NO21), then the acceptor framework regions of the heavy chain comprise, in addition to
one or more donor CDRs, donor residues at positions 1, 28, 48, 71 and 93 and may
additionally comprise donor residues at positions 67 and 69 (accarding to Kabat et al
(supra))-

Donor residues are residnes from the donor antibody, ic. the antibody from which

Preferably, the antibody of the present invention comprises a heavy chain wherein
the variable domain comprises as CDR-H2 (as defincd by Kabat ef al., (spra)) an H2' in
which & potential glycosylation site sequence has been removed in order to increase the

y
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affinity of the chimeric 5/44 antibody for the CD22 antigen and which prefersbly. has as
CDR-H2 the sequence given as H2' (SEQ ID NO:13).

Altemnatively or additionally, the antibody of the present inrvention may comprise a

heavy chain wherein the variable domain comprises as CDR-H2 (as defined by Kabat et .

al., (supra)) an H2" in which a lysine residue at position 60, which is Jocated at an exposed
position within CDR-H2 and which is considered to have the potential to react with
conjugation agents resulting in a reduction of antigen binding affinity, is substituted for an
alternative amino acid. Preferably CDR-H2 has the sequence given as H2" (SEQ ID
NO:15). '

Alernatively or additionally, the antibody of the present invention may compeise a
heavy chain wherein the variable domain comprises as CDR-H2 (as defined by Kabat et
al, (supra)) an H2"*" in which both the potential glycosylation site sequence and the lysine

" residue at position 60, are substituted for alternative amino acids. Preferably CDR-H2 has
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the sequence given as H2""* (SEQ ID NO:16).

The antibody molecule of the present invention may comprise: a complete antibody
molecule, having full length heavy and light chains; a fragment thereof, such as a Fab,
modified Fab, Fab’, F(ab’), or Fv fragment; & light chain or heavy chain monomer or
dimer; a single chain entibody, ¢.g. a single chain Fv in which the heavy and light chain
varisble domains are joined by a peptide linker. Similarly, the heavy and Light chain
varisble regions may.be combined with other antibody domaing as appropriste.

The antibody molecule of the present invention may have an effector or a repocter
molecule aitached 1o it. For instance, it may have a macrocycle, for chelating a heavy
metal atom, or a toxin, such as ricin, sttached to it by a covalent bridging structore.
Altematively, procedures of recombinant DNA techmology may be used to prodnce an
antibody molecule in which the Fc fragment (CH2, CH3 and hinge domains), the CH2 and
CH3 domains or the CH3 domain of a complete immunoglobulin molecule has (have) been
replaced by, or has (bave) siteched thereto by peptide linkege, a functional non-
immmnoglobulin protein, such as an enzyme or toxin molecule.

The antibody molecule of the present invention preferably has a binding affinity of
at least 0.85x10"° M, more preferably at least 0.75x10°° M and most preferably at least
0.5x107°M.
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Preferably, the antibody molecule of the present invention comprises the light chain
vartiable domain 5/44-glL1 (SEQ ID NO:19) and the heavy chain varisble domain 5/44-gH?7
(SEQ ID NO27). The sequences of the variable domains of these light and heavy chains
are shown in Figures 5 and 6, respectively.

The present invention also relates to variants of the antibody molecule of the
present invention, which have an improved affinity for CD22. Such variants can be
obtained by a number of affinity maturation protocals including mutating the CDRs (Yang
et al., J. Mol. Biol, 254, 392-403, 1995), chain shuffling (Marks ef ., Bio/Tecmology,
10, 779-783, 1992), use of mutator streins of E. coli (Low ef al., J. Mol. Biol., 250, 359-
368, 1996), DNA shuffliing (Patten ef al., Carr. Opin. Biotechnol,, 8, 724-733, 1997),
phage display (Thompsca ef al., J. Mol. Biol, 256, 77-88, 1996) and sexusl PCR (Crameri
et al., Nature, 391, 288-291, 1998). Vanghen ef al. (supra) discusses thess methods of

The present invention also provides a DNA sequence encoding the heavy and/or
Light chain(s) of the antibody molecule of the present invention.

Prefexably, the DNA sequence encodes the heavy or the light chain of the antibody
molecule of the present invention.

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

The present invention also relates to a cloning of expression vector comprising 0o
or more DNA sequences of the present invention. Preferably, the cloning or expression
vector comprises two DNA sequences, encoding the light chain and the heavy chain of the
antibody molecule of the present invention, respectively.

General methods by which the vectors may be constructed, transfection methods
and culture methods are well known to those skilled in the axt. In this respect, reference is
made to “Current Protocols in Molecular Biology”, 1999, F. M. Ausnbel (ed), Wiley
Interscience, New York and the Maniatis Manual produced by Cold Speing Harbor
Publishi

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

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

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

Any suitable host cell/vector system may be used for expression of the DNA
sequences encoding the antibody molecule of the present invention. Bacterial, for example
E coll, apd ofber microbial systems may be used, in part,.for expression of antibody
fragments such ss Fab and F(ab’), fragments, and especially Fv fragments and single chain
antibody fragments, for example, single chain Fvs. Eukaryotic, e.g. mammalian, host cell
expreasion systems may be used for production of larger antibody moleculss, including
complete antibody molecules. Suitable mammailisn host cells include CHO, myeloma or
hybridoma cells.

The present invention also provides a process for the production of an antibody
molecule according to the present invention comprising culturing & host cell containing a
vector of the present invention under conditions suitable for leading to expression of
the antibody molecule.

The antibody molecule may comprise only a heavy or light chain polypeptide, in
which case only a heavy chain or light chain polypeptide coding sequence needs to be used
to transfect the host cells. For production of products comprising both heavy and Light
chains, the cell line may be transfected with two vectors, a first vector encoding a Light
chain polypeptide and a second vector encoding a heavy chain polypeptide. Alternatively,
a single vector may be used, the vector incinding sequences encoding light chain and
heavy chain polypeptides.
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The present invention also provides a therapeutic or diagnostic composition
comprising an antibody molecule of the present invention in combination with a
pharmaceutically acceptable excipient, diluent or carrier.

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

The antibody molecule may be the scle active ingredient in the therapeutic or
5 ” ition or may be ied by other active ingredients inchuding other
antibody ingredients, for example anti-T cell, anti-IFNy or anti-LPS antibodies, or non-
entibody ingredients such as xanthines.

The phammeceutical compositions preferably comprise a therapeuatically effective
amount of the antibody of the invention. The term “therapeutically effective amount™ as
used herein refers to an amount of a therapeutic agent needed to treat, ameliorate or
prevent a targeted discase or condition, or to exhibit a detectable therapeutic or
preventative effect. For emy antibody, the therapeutically effective dose can be estimated
initially either in cell culture assays or in animal models, usually ie rodents, rabbits, dogs,
pigs or primates. The emimal model may also be used to determine the appropriate
concentration range and route of administration Such information can then be wsed to
determine useful doses and routes for administration in humans.

The precise effective amount for a human subject will depend upon the severity of
the discase state, the general health of the subject, the age, weight and gender of the
subject, diet, time and frequency of administration, drug combination(s), reaction
sensitivities and tolerance/response to therapy. This amount can be determined by routine
experimentation and is within the judgement of the clinician. Generally, an effective dose
will be from 0.01 mg/kg to 50 mg/kg, preferably 0.1 mg/kg to 20 mg/kg, more preferably
sbout 15 mg/kg.

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

The dose at which the antibody molecule of the present invention is administered
depends on the nature of the candition to be treated, the grade of the malignant lymphoma
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treat an existing condition.

The frequency of dose will depend on the half-life of the antibody molecule and the
duration of its effect. If the antibody molecule has a short half-life (e.g. 2 to 10 hours) it
may be necessary to give one or more doses per day. Aliematively, if the entibody
molecule has a long half life (e.g. 2 10 15 days) it may anly be necessary to give a dosage
once per day, once per week or even once every 1 or 2 months,

A pharmaceutical composition may also contain a pharmaceutically acceptable
carrier for administration of the antibody. The camier should not itself induce the
production of antibodies harmful to the individual receiving the composition and should
not be toxic. Suitable carriers may be large, alowly metabolised macyromolecules such as
proteins, polypeptidcs, liposomes, polyssccharides, polylactic ecids, polyglycolic acids,

Pharmaceutically acceptable salts can be used, for example mineral acid salts, such
as hydrochlorides, hydrobromides, phosphates and sulpbates, or salts of organic acids, such
as acetates, propionates, malonates and benzoates.
contain liquids such as water, saline, glycerol and ecthamol. Additiomally, suxiliary
substances, such as wetting or enmisifying agents or pH buffering substances, may be
present in such compositions. Such carriers epable the pharmaceutical compositions to be
formulated as tablets, pills, dragees, capsules, liquids, gels, syrups, slurries and
suspensions, for ingestion by the patient.
administration, ¢.g. by injection or infasion, for example by bolus injection or contimuons
infusion. Where the product is for injection or infusion, it may take the form of a
suspension, solution or emulsion in an oily or aqueous vehicle and it may contain
formuolstory agents, such as suspending, preservative, stabilising and/or dispersing agents.
Alternatively, the antibody molecule may be in dry form, for reconstitution before use with
an appropriate sterile liquid.
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Once formmlated, the compositions af the invention can be administered directly to
the subject. The subjects to be treated can be animals. However, it is prefemred thet the
compositions arc adapted for administration to buman subjects.

The pharmaceutical compositions of this invention may be administered by any
pumber of routes including, but not limited to, oral, intravenouns, intamuscular, iotra-
arterial, intrameduliary, intrethecal, intraventricular, transdermal, transcutaneons (for
example, sce 'WO98/20734), subcutancouns, intraperitoneal, intranasal, enteral, topical,
sublingual, intravaginal or rects] routes. Hyposprays may also be used to administer the
" tical stions of the ion. Typically, the ¢ " stions
may be prepared as injectables, cither ss liquid solutions or suspensions. Solid forms
suitshle for solution in, or suspension in, liquid vehicles prior to injection may also be
prepared. '

Direct delivery of the compositions will generally be accomplished by injection,
subcutancously, infraperitoncally, intravenously or intranmuscularly, or delivered to the
interstitial space of a tissue. The compositions can also be administered into a lesion.
Dosage treatment may be a single dose achedule or a multiple dose schedule.

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

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

1t is also envisaged that the antibody of the present invention will be administered
by use of gene therapy. lnmderhnnhiweil:is.DNA.equmummdingﬂnhuvynﬂ
light chains of the antibody molecule under the control of appropriate DNA components
are introduced into a patient such that the antibody chains are expressed from the DNA
sequences and assembled in situ,

The present invention also provides the antibody molecule of the present invention
for use in treating & discase medisted by cells expressing CD22.,
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The present invention faxther provides the use of the antibody molecule according
to the present invention in the manufacture of a medicament for the treaiment of a discase
mediated by cells expressing CD22.

" The sntibody molecule of the prescat fnvention may be utilised in any therapy
where it is desired to reduce the level of cells expressing CD22 that are present in the
bomean or animal body. These CD22-expressing cells may be circulating in the body or be
present in an undesirably high level localised at a particular site in the body. For example,
elevated levels of cells expressing CD22 will be present in B cell lymphomas and
Jeukaemias. The antibody molecule of the present invention may be utilised in the therapy
of diseases mediated by cells expressing CD22.

The antibody molecule of the present invention is preferably used for treatment of
maligoant lymphomas and levknemias, most preferably NHI..

The present invention also provides a method of treating human or animal sobjects
suffering from or at sk of a disorder mediated by cells expressing CD22, the method
comprising administering to the subject an effective amount of the antibody molecule of

The antibody molecule of the present invention may also be used in diagnoais, for

example in the in vivo diagnosis and imaging of disesse states involving cells that express
CD22.

The present invention is firther described by way of illustmtion only in the
Mmmmwhwmmm

Figure 1 shows the amino acid sequence of the CDRs of mouse monoclonal
antibody 5/44 (SEQ ID NOS:1 to 6);

Figure 2 shows the complete sequence of the light chain variable domain of mouse
monoclonal antibody 5/44;

Figure 3 shows the complete sequence of the heavy chain variable domain of
mouse monoclonal antibody 5/44;

Figure 4 shows the strategy for removal of the glycosylation site and reactive lysine
in CDR-H2;
Fignre 5 shows the graft design for the 5/44 light chain sequence;
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Figure 6 shows the graft design for the 5/44 heavy chain sequence;

Figure 7 shows the vectors pMRR14 and pMRR10.1;

Figure 8 shows the Biacore assay results of the chimeric 5/44 mutants;

Figure 9 shows the oligomucleotides for 5/44 gH1 and gL.1 gene assemblies;
Figure 10 shows the intermediate vectors pCR2.1(544gH1) and pCR2.1(544gL1);
Figure 11 shows the oligonucleotide cassettes used to make further grafts;

Figure 12 shows the competition asssy between finorescently Iabelled mouse 5/44
antibody and grafted variants; and

Figure 13 shows the full DNA and protein sequence of the grafted heavy and light
chains.

A panel of antibodics agninst CD22 were selected from hybridomas uging the
following selection criteria: binding to Daudi cells, interalisation on Dandi cells, binding
to peripheral blood monomuclesr cells (PBMC), intenalisstion on PBMC, affinity (greater
than 10°M), mouse y1 and production rate. 5/44 was selected as the preferred antibody.

Preparation of 5/44 Hybridoma Cells and RNA Preparation therefrom

Hybridoma 5/44 was generated by conventional hybridoma technology following
immunisation of mice with human CD22 proteinn RNA was prepared from 5/44
hybridoma cells vsing a RNEasy kit (Qiagen, Crawiey, UK; Catalogue No. 74106). The
RNA obtsined was reverse transcribed to cDNA, as described below.

2/



10

15

WO 03093320 FCT/GBOAN1934

17

Distribution of CD22 on NHL tameurs

An immunohistochemistry study was undertaken o examine the incidence and
distribution of staining using the 5/44 anti-CD22 monoclonal antibodies. Control anti-
CD20 and anti-CD79a antibodies were included in the study to confirm B cell areas of
hmours. '

A total of 50 tumours were studied and these were cutegorised as follows by using
the Working Formulation and REAL classification systems:

e 7B lymphoblastic lcvknemialymphoma (Eightl)
e 4B-CLL/mall lymphocytic lymphoma (Low/A)
e 3 lymphoplasmacytoid/Immunocytoma (Low/A)
e 1 Mantie cell (nt/F)

e 14 Follicle center lymphoma (Low to Int/D)

o 13 Diffuse large céll lymphoma (int to High/G.H)
* 6 Unclassifisble (K)

e 2T cell lymphomas

40 B cell lymphomas weze positive for CD22 antigen with the 5/44 antibody at 0.1
pg/ml and a further 6 became positive when the concentration was increased to 0.5 pg/ml.
For the remeining 2 B cell tumours that were negative at 0.1 pg/m, there was insofficient
tissue remaining to test at the higher concentration. However, paralle] testing with another
Celitech anti-CD22 antibody 6/13, which gave stronger staining then 5/44, resulted in all
48 B cel] lymphomas staining positive for CD22.

Thus, it is possiblo to conclude that the CD22 antigen is widely expressed on B oell
lymphomas and thus provides a suitable target for immnmotherapy in NHL.
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PCR Cloning of 5/44 Vg and V),

cDNA sequences coding for the variable domains of 5/44 heavy and light chaina
were synthesised using reverse transcriptase to produce single stranded cDNA copies of
the mRNA present in the total RNA. This was then used as the template for amplification
of the murine V-region sequences using specific oligonucleotide primers by the
Polymerase Chain Reaction (PCR).

a) c¢DNA Synthesis

¢DNA was synthesised in 8 20 pl reaction volume containing the following
reagents: 50mM Tris-HCE pH 8.3, 75 mM KC1, 10 mM dithiothreitol, 3 mM MgCla, 0.5
mM each deoxyribonucleoside wiphosphate, 20 umits RNAsin, 75 ng rsndom
bexamucleotide primer, 2 pug 5/44 RNA and 200 units Moloney Murine Leukemia Virus
reverse transcriptase. After incubation at 42°C for 60 minuies, the reaction was texminated
by heating at 95°C for § minutes. '

b) PCR o

Aliguots of the cDNA were subjected to PCR wing combinations of primess specific
for the heavy and light chains. Degenerate primer pools designed to anncal with the conserved
sequences of the signal peptide were used as forward primers. These sequences all contain, in
order, a restriction site (Vy. Sful; Vy Hindlll) starting 7 mucleotides from their 5° ends, the
sequence GCCGOCACC (SEQ ID NO:50), to sllow optimal transistion of the resulting
mRNASs, an initiation codon snd 20-30 nucleotides based on the leader peptide sequances of
known mouse entibodies (Kabet o al., Sequences of proteins of imnvmological interest, 5*
Edition, 1991, U.S. Department of Health and Human Services, Public Health Service,
National Institutes of Health).

The 3” primers are designed to span the framework 4 J-C junction of the antibody
and contsin a restriction site for the enxyme BaiW] to facilitate cloning of the Vi, PCR
fragment. The heavy chain 3° primers are & mixture designed to span the J-C junction of
the antibody. The 3° primer includes an Apal restriction site to facilitate cloning. The 3"
region of the primers contains a mixed sequence based on those found in known mouse
antibodies (Kabet ef al., 1991, supra).

The combinations of primers described above enabls the PCR products for Vy; and
V1 to be cloned directly into an appropriate expression vector (see below) to produce
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chimeric (mouse-human) hesvy and light chains and for these genes to be expressed in
mammalian cells to produce chimeric antibodies of the desired isotype.

Incubations (100 pl) for the PCR were set up as follows. Each reaction contained
10 mM Tris-HC1 pH 8.3, 1.5 mM MgC12, S0 mM KC1, 0.01% w/v gelatin, 025 mM each
deoxyribonucleoside triphosphate, 10 pmoles 5° primer mix, 10 pmoles 3° primer, 1 pl
c¢DNA end 1 unit Taq polymerage. Reactions were incubated at 95°C for 5§ minutes and
then cycled through 94°C for 1 minute, 55°C for 1 mionte and 72°C for | minute. After 30
cycles, aliquots of each reaction were analysed by electrophoresis on an agaross gel.

For the heavy chain V-region, an amplified DNA product was only obtained when
a primer pool annealing within the start of framewosk I replaced the signal peptide primer
pool. The fragments were cloned into DNA sequencing vectors. The DNA sequence was
determined and translated to give a deduced amino acid sequence. This deduced sequence
was verified by reference to the N-terminal protein sequence determined expesimentally.
Figures 2 and 3 shows the DNA/protein sequence of the matuore Jight and heavy chain V-
regions of mouse monoclonal 5/44 respectively. )

©) Molecular Cloning of the PCR Fragments
pMRR10.1 and pMRR14 (Figure 7). These are vectors for the expression of light and
heavy chain respectively containing DNA encoding constant regions of hunan kappe Jight
¢hain and human gamma-4 heavy chain The V), region was subcloned into the
expression vector by restriction digest and ligation fiom the sequencing vector, using Sful
end BaiWI restriction sites, creating plasmid pMRR10(544cL). The heavy chain DNA was
amplified by PCR. using a 5’ primer io introduce a signal peptide, since this was not
obtained in the cloning strategy — a mouse heavy chain antibody leader from & different in-
house hybridoma (tenned 162) was employed. The 5’ primer had the following sequence:
¥ GCOCGCAAGCTTGCOGCCACCATAGACTTCGGATTCTCTCTCGTGTTCCTGGC

ACTCATTCTCAAGGGAGTGCAGTGTGAGGTGCAGCTCGTCGAGICTGG® (SEQ
ID NO:51).

The roverse primer was identical to that used in the original Vi gene cloning. The
its DNA sequence was confirmed, cresting plasmid pMRR14(544cH). Transient co-

z8
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transfection of both expression vectors into CHO ceils generated chimeric c5/44 antibody.
This was echicved wsing the Lipofectamine reagent according to the manufacturer’s
protocols (InVitrogen:Life Technology, Groningen, The Netherlands. Catalogne no.
11668-027).

Removal of Glycosylation Site and Reactive Lysine

A potential N-linked glycosylation site sequence was cbserved in CDR-H2, having
the amino acid sequence N-Y-T (Figure 3). SDS-PAGE, Westem bloiting and
carbohydrate staining of gels of 5/44 end its fmgments (including Fab) indicsted that this
site was indeed glycosylated (not shown). In addition, a lysine residue was observed at an
exposed position within CDR-H2, which had the potential to reduce the binding affinity of
the antibody by providing an additional site for conjugation with an agent with which the
antibody may be conjugated. _

A PCR strategy was used to introduce amino acid substitotions into the CDR-H2
sequence in an attempt to remove the glycosylation site and/or the reactive lysine, as
shown in Figure 4. Forward primers encoding the mntations N55Q, TS7A or T57V were
used to renove the glycosylation site (Figare 4) and a fourth forward primer containing the
substitution K60R, was generated to remove the reactive lysine residue (Figure 4). A
framework 4 reverse primer was used in each of these PCR amplifications. The PCR
pPMRR14(544cH) (also cleaved with Xbal and Apel) to generste expression plesmids
encoding these mutants. The N55Q, T57A and T57V nmtations ablate the glycosylation
site by changing the amino acid sequence away from the consensos N-X-T/S whilst the
cL plasmid to generate expressed chimeric antibody variants.

Evaluation of Aetivities of Chimeric Genes

into CHO cells .

¢) Determinstion of Affinity constants by BiaCore analysis.
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The affinities of chimeric 5/44 or its variants, which have had their.glycosylation
to CD22-mFc constructs. The results are shown in Figure 8. All binding measmwements
were performed in the BIAcore™ 2000 instrament (Pbarmacia Biosensor AB, Uppsals,
Sweden). The assay was performed by captore of CD22mFc via the immobilised anti-
mouse Fe. The antibody was in the soluble phase. Samples, standard, and controls (50ul)
were injected over immobilised anti-mouse Fc followed by antibody in the soluble phase.
After each cycle the surface was regenersted with 50ul of 40mM HCl st 30ul/min. The
kinetic analysis was performed using the BIAcvalusation 3.1 software (Pharmacia).

Removal of the glycosylation site in construct T57A resulted in a slightly faster on-
rate and a significantly slower off-mte compared to the chimeric 5/44, giving sn affinity
improvement of approximately 5-fold. The N55Q mutation had no cffect on affinity. This
result was unexpected as it suggests that the removal of the carbohydrate itself spparcntly
has no effect on binding (as with the N55Q change). The improved affinity was cbserved
only with the TS7A change. One possible explanation is that, regardless of the presence of
carbohydrate, the threomine at position 57 exerts a negstive effect on binding that is
removed on conversion of threonine to alanine. The hypothesis that the small size of
alanine is important, and that the negative effect of threonine is related to its size, is
at position 57 is not beneficial (results not shown).

Removal of the Iysine by the K60R mutation had a neutral effect on affinity, i.e. the
introduction of arginine removes a potential reactive site without compromising affinity.

The mutations for removal of the glycosylation site emd for removal of the reactive
lysine were therefore both included in the humanisation design.

Example 2;: CDR-Grafling of /44

The molecular cloning of genes for the variable regions of the heavy and light
chains of the 5/44 entibody and their use t0 produce chimeric (mowse/luumen) 5/44
antibodies has been described above. The macleotide and amino acid sequences of the
mouse 5/44 Vy, and Vy domaing arc shown in Figures 2 and 3 (SEQ ID NOS:7 and 8),
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respectively. This example describes the CDR-grafting of the 5/44 antibody onto human

frameworks to reduce potential inmmumogenicity in lnmnans, according to the method of
Adair ct al., (W091/09967).

CDR-Grafting of 5/44 Light Chain

Protein sequence alignmont with consensus sequences from buman sub-group I
kappa light chain V region indicated 64% sequence idemtity. Consequently, for
constructing the CDR-grafted light chain, the acceptor framowork regions chosen
corresponded to those of the humen VK sub-group I germline 012,DPK9 sequence. The
framework 4 acceptor sequence was derived from the human J-region germline sequence
JK1.

A comparison of the amino acid sequences of the framework regions of murine
5/44 and the acceptor sequence is given in Figure 5 and shows that there are 27 difforences
between the donor and acceptor chains. At each position, an analysis was made of the
potential of the murine residoe to contribute to antigen binding, cither directly or
indirectly, through effects on packing or at the Vi/Vy interface. If a murine residuc was
considered important end sufficiently different from the lnman residue in texms of size,
polarity or charge, then that murine residne was retained. Based on this epalyzis, two
versions of the CDR-grafted light chain, having the sequences given in SEQ ID NO:19 and
SEQ ID NO=20 (Figure 5), were constructed.

CDR-Grafling of 5/44 Heavy Chain

CDR-grafting of 5/44 heavy chain wes accomplished using the same strategy as
described for the light chain The V-domain of 5/44 heavy chain was found to be
homologous to human heavy chains belonging to sub-group I (70% sequence identity) and
therefore the sequence of the buman sub-group I germline framework VH1-3,DP7 was
used as an acceptor framework. The framework 4 acceptor sequences were derived from

A comparison of 5/44 heavy chain with the franework regions is shown in Figure 6
where it can be seen that the 5/44 heavy chain differs from the acceptor sequence at 22
positions. Analyzis of the contribution that any of these might make to antigen binding led

3/
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to 5 versions of the CDR-grafted heavy chains being constructed, having the sequences
given in SEQ ID NO23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO25, SEQ ID NO=26 and SEQ ID
NO:27 (Figure 6).

Construction of genes for grafied sequences.

Genes were designed to encode the grafied sequences gH1 and g1, and a series of
omoﬁmmm“gdpddmﬁ(ﬁmm. A PCR assembly
technique was employed to construct the CDR-grafied V-region genes. Reaction volumes
of 100 ul were set up containing 10 mM Tris-HC] pH8.3, 1.5 mM MgCl2, 50 mM KCl,
0.001 % gelatin, 025 mM each deoxyribonmcleoside triphosphate, 1 pmole each of the
“internal’ primers (T1, T2, T3, B, B2, B3), 10 pmole each of the “extorns!’ pritners (F1,
R1), and 1 unit of Taq polymerase (AmpliTaq, Applied BioSystems, catalogne no. N808-
0171). PCR cycle parsmeters wexe 94 °C for 1 miomte, 55 °C for 1 mimte and 72 °C for 1
minute, for 30 cycles. The reaction products were then nun on a 1.5 % agarose gel, excised
and recovered using QIAGEN spin columns (QILAquick gel extraction kit, cat no. 28706).
The DNA was eluted in a volume of 30 pl. Aliquots (1 pI) of the gH1 and gL.1 DNA were
then cloned into the InVitrogea TOPO TA. cloning vector pCR2.1 TOPO (catalogue no.
K4500-01) according to the mamufactarer’s instructions. This non-expression vector
sexved as a cloning intermediste to facilitate sequencing of a large mmnber of clones. DNA
gH1 and gL 1, creating plasmids pCR2.1 (544gH1) and pCR2.1(544gL1) (Figure 10).

An oligonucleotide caasetts replacement method was used to cresie the homanised
grafis gH4,5,6 and 7, and gl2. Figure 11 shows the design of the oligomncleotide
cassettes. To construct each variant, the vector (pCR2.1(544gH1) or pCR2.1(544gL.1))
for the light chain). The large vector fragment was gel purified from agarose and was used
mllgdmnwnhﬂnohgmdeoudem These cagsetics sre composed of 2
mplmmyoﬁgmnlwﬁdu(m.inﬁgmell).mheduamﬁmofos
pmoles/ul in & volume of 200 pl 12.5 mM Tris-HCl pH 7.5, 2.5 mM MgCl, 25 mM NaCl,
025 mM dithioerythritol. Annecaling was achieved by heating to 95 °C for 3 minutes in a
watesbath (volume 500 mi) then allowing the reactian to slow-cool to r00m temperature.
The annealed oligonucleotide cassette was then diluted ten-fold in water before ligation
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into the appropriately cut vector. ' DNA sequencing was used to confirm the comect

" sequence, creating plasmids pCR2.1 (5/44-gH4-7) and pCR2.1(5/44-g12). The verified
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grafied sequences were then sub-cloned into the expression vectors pMRR14 (heavy chain)
and pMR10.1 (light chain).

CD22 binding activity of CDR-grafied sequences

The vectors encoding grafied variants were co-transfected into CHO cells in a
activity was comipared in a competition assay, competing the binding of the original mouse
5/44 antibody for binding to Ramos cells (obtained from ATCC, a Burkitt’s lymphoma
best way to compere grafts in their sbility to bind to cell surface CD22. The results are
shown in Figure 8. As can be seen, there is very little difference between any of the grafts,
all performing more effectively than the chimeric at competing against the muxine parent.
The introduction of the 3 additional human residues at the end of CDR-H3 (gHS and gH?7)
does not appear to have affected binding.

The gmaft combmation with the least number of murine residoes was selected,
gL1gH7. The light chain graft gL.1 has 6 donor residucs. Residues V2, V4, L37 and Q45
are potentially important packing residues. Residoe H38 is at the Vy/Vy interface.
Residue D60 is & surfaco residue close to the CDR-L2 and may directly contribute to
antigen binding. Of these residues, V2, L37, Q45 end D60 are found in gesmline
sequences of humen kappa genes from other sub-groups. ‘The heavy chain graft gH7 has 4
donor framework residues (Residue R28 is considered t0 be part of CDR-H1 under the
stroctural definition nused in CDR-grafting (se Adair et al (1991 WO091/X09967) ). Residoes
El and A7] are surface residues close to the CDR’s. Residue 148 is a potential packing
residue. Residue T93 is present at the ViV, indexfice. Of these residues, E1 and A71 are
found in other germline genes of human sub-group I Residue 148 is found in hnman
germline sub-group 4, and T73 is found in homan germline sub-group 3.

The full DNA and protein sequence of both the light chain and heavy chain,
including approximate position of introns within the constant region genes provided by the
vectors, are shown in Figure 13 and are given in SEQ ID NO29 and SEQ ID NO=28

35
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respoctively for the light chain and SEQ ID NO: 31 and SEQ ID NO:30 respectively for
the heavy chain.

Heavy chain DNA was digested at the 5° Hindlll site, then was treated with the Klenow
fragment of E. coli DNA polymerase I to creats a 5° blunt end. Cleavage at the 3’ EcoRlI
gite resulted in the heavy chain fragment which was purified from agsrose gels. In the
same way, a light chain frament was produced, blunted at the 5° Sful site and with a 3°
EcoRlI site. Both fragments were cloned into DHFR based expression vectors and used to
generate stable cell lines in CHO cells.
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CLAIMS
1. An antibody molecule having specificity for human CD22, compxising a heavy
chain wherein the variable domain comprises a CDR having at least one of the sequences
given as H1 in Figare 1 (SEQ ID NO:1) for CDR-H1, as H2 in Figre 1 (SEQ ID NO=2) or

H2’ (SEQ ID NO:13) or H2* (SEQ ID NO:15) or H2"* (SEQ ID NO:16) for CDR-H2 or
as H3 in Figure 1 (SEQ ID NO:3) for CDR-H3. :

2. An antibody molecule having specificity for lhuman CD22, comprising a light
chain wherein the variable domain comprises a CDR having at lesst one of the sequences
given as L1 in Figure 1 (SEQ ID NO:4) for CDR-L1, as L2 in Figure 1 (SEQ ID NO:5) for
CDR-L2 or as L3 in Figure 1 (SEQ ID NO:6) for CDR-13.

3. The sntibody molecule of claim 1 or claim 2 comprising a heavy chain wherein the
varisblc domain comprises a CDR having at least one of the sequences given in SEQ ID
NO:1 for CDR-H1, SEQ ID NO:2 or SEQ ID NO:13 or SEQ ID NO:15 or SEQ ID NO:16
for CDR-H2 or SEQ ID NO-3 for CDR-H3 and a light chain wherein the varisble domain
comprises a CDR having at least one of the sequences given in SEQ ID NO:4 for CDR-L1,
SBQ ID NO:5 for CDR-12 or SEQ ID NO:6 for CDR-L3.

4, The antibody molecule of claim 3, which comprises SEQ ID NO:1 for CDR-HI1,
SEQ ID NO: 2 or SEQ ID NO:13 or SEQ ID NO:15 or SEQ ID NO:16 for CDR-H2, SEQ
ID NO:3 for CDR-H3, SEQ ID NO:4 for CDR-L1, SEQ ID NO:5 for CDR-L2 and SEQ
ID NO:6 for CDR-L3.

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

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

7. The antibody molecule of claim 6, wherein the buman acceptor framework regions
of the variable domain of the heavy chain are based on a human sub-group I consensus
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sequence and comprise donor residues at positions 1, 28, 48, 71 and 93 that comrespond to
the residues st those positions in SEQ ID NO:8.

8. The antibody molecule of claim 7, additionally comprising donor residues at
positions 67 and 69 that correspond to the residues at those positions in SEQ ID NO:8.

9. The antibody moleculs of any one of claims 6 to 8, wherein the human acceptor
fremework regions of the varisble domain of the Light chain are based on 2 buman sub-
group I consensus sequence and comprise donor regidnes at positions 2, 4, 37, 38, 45 and
60 that correspond to the residues at those positions in SEQ ID NO:7.

10. The sntibody molecule of claim 9, additionally comprising a domor residue at
position 3 that corresponds to the residne ot that position in SEQ ID NO:7.

11. An antibody molecule having specificity for buman CD22, comprising & heavy
chain according to either claim 7 or claim 8, and a Light chain according to either claim 9
or claim 10.

" 12. The mtibody molecule of any one of claims 1 to 11, comprising the light chain

varisble region 5/44-gL1 (SEQ ID NO:19) and the heavy chain variable region 5/44-gH?7
(SEQID NO:27).

13. An antibody molecule having specificity for homan CD22, comprising a light
chain, wherein the sequence of the light chain comprises the sequence given in SEQ ID
NO:28.

14. An sntibody molecule having specificity for human CD22, comprising a Light
chain, wherein the sequence of the light chain consists of the sequence given in SEQ ID
NO:28.

15. An antibody molecule having specificity for human CD22, comprising a heavy
chain, wherein the sequence of the heavy chain comprises the sequence given in SBQ ID
NO:30. '
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16.  An antibody molecule having specificity for human CD22, comprising a heavy
chain, wherein the sequonce of the heavy chain consists of the sequence given in SEQ ID
NO:30.

17. An antibody molecule having specificity for human CD22, having a light chein
mmmngthenquwmmSBQﬂ)NOﬂBmdlhavydlmmpngﬂn
sequence given in SEQ ID NO:30.

18.  An antibody molecule having specificity for bomen CD22, having a light chain
oconsisting of the sequence given in SEQ ID NO:28 and & heavy chain consisting of the
sequence given in SEQ ID NO:30.

19. A variant of the antibody molecule of any one of claims 1 1o 18, which bas an
improved affinity for CD22.

20.  The veriant of claim 19 which is obtained by an affinity maturation protocol.

21. The entibody of axy one of clajms 1 to 4, which is murine anti-CD22 monoclonal
antibody 5/44, wherein the variahje domain of the light chain has the sequence given in
SEQ ID NO: 7 and the variable domain of the heavy chain has the sequence given in SEQ
IDNO: 8. '

22. The antibody molecule of any one of claims 1 to 4, which is a chimeric antibody
molecule comprising the sequences of the light and heavy chain varisble domsins of the
maonnclonal antibody of claim 21, recited in SEQ ID NO:7 and SEQ ID NO:8 respectively.

23.  An antibody molecule comprising a bybrid CDR comprising 2 truncated donor
CDR sequence wherein the missing partion of the donor CDR is replaced by a different
sequence and forms a functional CDR.

27—
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24.

29

The antibody molecule of claim 23, wherein the missing pert of the CDR sequence

is from the antibody from which the framework regions of the antibody molecule are
derived.

25. The antibody molecule of claim 24, wherein the missing part of the CDR sequence
is derived from a gemaline antibody having consensus framework regions.

26.

The antibody molecule of any one of claims 23 to 25, wherein CDR-H2 of the

heavy chain is bybrid in the antibody molecule.

27.

‘The antibody molecule of any one of claims 23 to 26, wherein the truncation of the

donor CDR is from 1 to 8 amino acids.

28.
acids.

31.
32.

33.

34.

The antibody molecule of claim 27, wherein the truncation is from 4 to 6 amino

leanﬁbodymobwbofmymofdﬁmsﬂmzs,whﬂeinﬂwwis
made at the C-termims of the CDR.

A DNA sequence encoding the heavy chain and/or the light chain of an antibody
molecule according to any one of claims 1 to 29,

A cloning or expression vector comprising a DNA sequence according to claim 30.
A host cell comprising a cloning or expression vector according to claim 31.

An antibody roolecule according to any one of claims 1 to 29 or a DNA sequence
according to clsim 30 for use in therapy.

The antibody molecule of any one of claims 1 to 29 or 33, having specificity for
homsn CD22, or a DNA sequence according to claim 30 for use in treating a
pathology mediated by cells expressing CD22,
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35.

36.

37.

38.

39.

41.

42,

43,

30

An antibody molecule according to claim 33 or claim 34 or a DNA sequence
accoxding to claim 33 or daim 34, for use in tresting malignant lymphoma,

The antibody molecule or DNA sequence of claim 35, wherein the malignant
lymphoma is Non-Hodgkin’s lymphoma.

Use of the antibody molecule of any one of claims 1 to 29, having specificity for
human CD22, or use of a DNA sequence according to claim 30 in the manufacture
of a medicament for the treatment of a pathology mediated by cells expressing
CD22,

The use of claim 37, wherein the pathology is malignant lymphoma.
Claim 38, wherein the malignant lymphoma is Non-Hodgkin’s lymphoma.

A therapeutic or diagnostic composition comprising the antibody molecule of any
one of claims 1 to 29 or the DNA sequence of claim 30.

Athﬂapalﬁcording'nnﬁcenmpaiﬁmmdingmdﬁmﬂmpﬁnga
pharmaceutically acceptable excipient, diluent or carrier.

A therapeutic or diagnostic composition according to claim 40 or claim 41,
additionally comprising enti-T cell, anti-IFNy or anti-LPS antibodies, or non-
entibody ingredients such as xanthines,

A process for the production of an antibody molecule according to any one of
claims 1 to 29 comprising culturing a host cell according to claim 32 under
conditions suitable for leading to expression of protein from DNA encoding said

A process for the preparation of a therapeutic or diagnostic composition acoording
to sny one of claims 40 to 42, comprising admixing an emtibody molecule

=
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accarding to amy one of claims 1 to 29 together with a pharmaceutically acceptable
excipient, diluent or carrier.

45. A polypeptide having the amino acid sequence given in any one of SEQ ID NOs:1
to 28 or SEQ ID NO:30.
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Sequence of CDRs of monse monoclonal S/44

NYWIH
GINPGNNYTTYKRNLKG
EGYGNYGAWFAY
RSSQSLANSYGNTFLS
GISNRFS

LOGTHQPYT

(SEQ ID NO:1)
(SEQ ID NO:2)
(SEQ ID NO:3)
(SEQ ID NO:4)
(SEQ ID NO:5)

(SEQ ID NO:6)

%
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Figure 2

219

DNA/Protein sequemee of /44 V,,

10 20 20 40 50

GAY GYT GTG GTG ACT CAA ACY CCA CIC TCC CTIG CCT GTC ASC TTT GGA GAT CAA GTT

CTA CAR CAC CAC TGA GTT YTGA GGT GAG AGG GAC GGA CAG TCG ARA CCT CTA GPT CAA
D v v v T [+] T P h 8 L P v 3 r G D Q w

60 70 80 90 100 110
TCT ATC TCT TGC AGG TCY AGY ChAG AGYT CIT GCA AAC AGT TAT GGG AAC ACC TIT TTG
ASA TAS AGA AQG TCC AGA TCA GIC TCA GAA CGT TYIG TCA ATA CCC TIG GG ARA RAC
8 T 8 ¢ R 8 B8 0 8 L A N 8 ¥Y @ W T F L

120 130 140 130 180 170
TCT TGG TAC CTG CAC AAG CCT GGC CAG 7CT CCA CAG CTIC CIC AYC TAT GG ATYT TCC
AGRA ACC ATG GAC CTG TIC GGA CCG GTC AGA GOT GTC GAE GAG TAG ATA CCC TAA AGG

§ w ¥ 1L H XK P G Q 8 P ¢ L L I ¥ G 1 3

180 150 200 210 220
ARC ASA TTT TCT GGG GTG CCA GAC ASG TYC ACT GGC AGT GOT TCA GGG ACA GAT TTIC
TIG TCT AAA AGA CCC CAC GET CYG TCC ARG TGA OOG TCA CCA AGY CCC TGT CTA AMNG
N R F 8 @ Vv P D R r T 6 28 & 8 6 T D P

230 240 250 260 270 200

ACA CTC ANG ATC AGC ACA ATA ANG CCT GAG GAC TTO OGA ATG TAT TAC TGC TTA CAA
TGT GAG TIC TAG TCG TGT TAT TIC GGA CTC CTG AAC CCT TAC ATA ATG ACG AAT GYT
T I XK I 8 * I XK P E D L G M Y Y € L

250 300 310 320 33
GGT ACA CAT CAG CCG TIAC ACG TTC GGA GGG GGG ACC AAS CTG GAR ATA ARA CGT
CCA TGY GTA GIC GGC ATG TGC ARG CCT QOOC CCC T6G TIC GAC CIT TAT TIT GCA
€ T XA Q P Y * F G 6 @ T K L E I X B

2
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Figure 3: DNA/Protein sequence of 5/44 Vg

10 20 30 10 50

GAG GTC CAA CTG CAG CAG TCT GGG ACT GTA CYS GCA AGG CCT GGG GCT TCC CTG ANG
CTC CAG GTT GAC GIC GTC AGA CCC TGA CAT GAC CGT TCC GGA CCC CGA AGG CAC TTC
E V Q L 0 @Q 8 6 T V L A R P G A 8 V ©

60 70 80 920 100 110

ATG TCC TGC ARG 6CT ICT GGC TAC AGG TTIT ACC ARC TAC TGG AIT CAC TGG GTA AMA
TAC AGG ACG TTC CGA AGA CCG AYG TCC AAA TGE TTG ATG ACC TAA GIG ACC CAT TI7
¥ 8 €C XK A 83 66 Y R F T N Y W I B ¥ V DO

120 130 140 150 160 170
CAG MGG CCT GGG ChG GGT CTA GAA TGG ATT GGT GET ATT ART CCYT GGA AAT AAT TAT
GIC TCC GGA CCC 6TC CCA GAY CIT ACC TAR OCA CCA TAA TTA GGR CCT TTA TTA ATA
9 R # 6 @ & L ®E W I © 6 I X P G N B v

100 150 200 210 220
ACT ACG TAT AAG AGG ARC TIG AMG GGC ARG GCC ACA CTG ACT GCA 6IC ACA TCC GCC
TGRA Y6C ATA TIC TCC TTG AAC TYC COG TIC CGG TGT GAC TGA CGT CAG TGT ASG CGG
¥ ¥ K R B L kK 6 K A T L T A V T 385 »

230 .240 250 260 270 280

AGC ACT GCC TAC ATG GAC CIC AGC ASC CTG ACA AGT GAG GAC TCT 6CG GTC TATY TAC
TCG TGA CGG ATG TAC CTE GG TCG TCE GAC TGT TCA CTC CIG AGA CGC CAG ATA ATG
8 * A Y M D L 8 8 L T 8 E D 8 A V ¥

2%0 300 310 320 330 a0
TCT ACA AGA GAG GGC TAT GGT AAC TAC GOF GOC T6G TIT GCT TAL TGC GGC CAS GGG
ACA 76T TCT CIC CCG ATA CCA TTG AYG CCC CGG ACC AMA CGA AYG ACC CCG GTC CCC
¢Cc T R E 66 ¥ 66 N Y G A W F A Y W 6 g &

aso0 360
ACT €3 GTC ACC GTC TICC TCA
TGA 6AC CAG TGG CAG AGG AGT
T L Vv T Vv §8 &
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Figere 4: Removal of Glycosylation Site and Reaetive Lysine
PCR strategy to mutate CDR-H2 in cH vector
Xba 1
1 %

L R N
CDR-H1 CDR-H2 CDR-H3
CDR-H2

B e P
cH GNNYTTYKRNLXG

N55Q H2” GNQYTTYKRNLKG
TSTA H2* GNNYATYKRNLKG
T5TV GNNYVTYKRNLKG
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Fignre 5: 5/44 Light Chain Sequence Graft design

10 20 40

%  DVVVTQTPLSLPVSFGDQVSISC RSSQSLANSYGNTFLS WYLHKPGQSPQLLIY
(11 71 I I N U N N it (N

Dy DIQMTOSPSSLSASVGDRVITTC WYQOKPGKAPKLLIY
1l il |

g1  DVQUTQSPSSLSASVGDRVTITC RSSQSLANSYGNTFLS WYLEKPGKAPQLLIY

g2  DVVVTQIPSSLSASVGDRVIITC RSSQSLANSYGNTFLS WYLHKPGKAPQLLIY

60 " 70 80 90
Vi GISNRFS GVPDREFTGSGSGYIDFTLKISTIKPEDLGMYYC LQGTHQPYTY

DPy GVPSRFSGSGSGTDFTILTISSLOPEDFATYYC

|
i GISNRFS GVPDRFSGSGSGIDETLTISSLOPEDFATYYC LAGTHQPYT
g2 GISNRFS GVPDRFSGSGSGTDFILTISSLOQPEDFATYYC LOQGTHQPYT

100
Vi FGGGTELEIKR

BE
:

DPK-9 is the humen germ-line accoptor_fremework sequence.

Vestical lines indicate differences betwoen mouse snd human residnes.

Sequences undestinod indicate donor residues which have been retained in the graft.
CDRs are indicsted in biue (not shown for DPK-9).

Graft gl.1 has 6 donor framework residoes, gl.2 has 7.
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Figuare 6: 5/44 Heavy Chain Scquence Graft design

10 20 30 40 50
Va  EVOLOQSGTVLARPGASVKMSCKASGYRFT NYWIH WVEQRPGQGLEWIG GINP
1 I it | b |
7 QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTET WVRQAPGOGLEWMG
| | |
¢l  EVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYRFT NYWIH WVRQAPGOGLEWIG GINP
$4.547 EVOLVOSGAEVRKPGASVKVSCKASGYRET NYNIH WVRQAPGOGLEWIG GINP

60 70 80 80 100

Va  GRNYTTYKRNLKG KATLTAVTSASTAYMDLSSLTSEDSAVYYCTR EGYGNYG

mri 1l 1 1

KFQG RVIMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAR

111 |
GNQYTTYKRNLKG RATLTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTR EGYGNYG
GHNYATYRRNLXG RATLTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCIR EGYGNYG
GNNYATYRRNLKG RVTMTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTR EGYGNYG
GNNYATYRREKFQG RATLTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTR EGYGNYG
GNNYATYRRKFQG RVIMTADTSTSTVYMELISLRSEDTAVYYCTR EGYGNYG

EERRR

110
WGQGTILVIVSS

Y ANFAY WGQGTLVIVSS

s AWFAY WGQGTLVIVSS
g SL7 AWFAY WGOGTLVTIVSS

DP?7 is the homan germ-line acceptor framework sequence.

Vaertical lines indicato differonces betwean mouse and human residnes.

Sequences underiined indicate donor residues which have been retained in the gradt.
CDRs are indicated in blue (not shown for DP7)

Grafts gH4 and gH6 have 6 donor framework residues. Grafts gHS and gH7 bave 4.
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Figure 8: Biacore assay of chimeric 5/44 and mutants
/44 Ka¢' Kie* KDe™ ~XD aM
cLcH 29 1.14 393 04
N55Q 581 19 327 03
TS7A 78 051 0.66 0.07
KS0R 495 1.01 204 02
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Figure 9: Oligonudeotides for 5/44 gH1 and g1 geme assemblies
Heavy Chain
544gH1 T1

AGTGTGAGGTGCAATTGGTCCAGTCAGGAGCAGAGGTTAAGAAGCCTGGTGCTTCCGTCA
AAGTTTCGTGTAAGGCTAGCGGCTACAGGTITCAC

S44gH1 T2
GTGGCATTAATCCCGGGAATCAGTACACTACATATAAAAGAAATCTAAAGGGCAGAGCA
ACGCTGACCGCGGACACCTCCACAAGCACTGTCTACA

S44gH1 T3
AGAGAAGGCTACGGTAATTACGGAGCCTGGTTCGCCTACTGGGGCCAGGGTACCCTAGTC
ACAGTCTCCTCAGCTTCTACAAAGGGCCCAAGAAA

544 gH1 B1
GGACCAATTGCACCTCACACTGCACTCCCTTGAGAATGAGTGCCAGGAACACGAGAGAQG
AATCCGAAGTCCATGGTAGCGGCAAGCTTITATTC

344 gH1 B2
GATTCCCGGGATTAATGCCACCGATCCATTCCAGGCCTTGTCCCGGAGCCTGCCTGACCC
AATGAATCCAATAATTTGTGAACCTGTAGCCGCTAGC

544gH1 B3
CGTAATTACCGTAGCCTTCTCTAGTACAATAGTACACTGCGGTGTCCTCGGATCTCAGAG
ATGACAGCTCCATGTAGACAGTGCTTGTGGAGG

544gH1 F1
GAATAAAAGCTTGCCGCCACC

544gH]1 R1
TTTCTTGGGCCCTTTGTAGAAG
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Figure 9 cont.
Light Chai

S44gLI T
GCTTCCCAAGGGTGACGTTCAAGTGACCCAGAGCCCATCCAGCCTGAGCGCATCTGTAGGA
GACCGGGTCACCATCACTTGTAGATCC

544 gL1 T2
TATCTGCACAAACCAGGTAAAGCCCCACAATTGCTCATCTACGGAATCTCTAACAGATTT
AGTGGTGTACCAGACAGGTTCAGCGGTTCC

544gL1 T3
AGATTTCGCCACTTATTACTGTTITACAAGGTACACATCAGCCGTACACATTCGGTCAGGG
TACTAAAGTAGAAATCAAACGTACGGCGTGC

544gL1 Bl _
GAACGTCACCCCGGGAAGCAGGAATCCAGAACAACAGAAGCACCAACAGCCTAACAGG
CAACTTCATGGTGGCGGCTTCGAATCATCC

544gL1 B2
CTTTACCTGGTTTGTGCAGATACCAAGACAAAAAGGTATTCCCATAACTGTTTGCAAGAC
TCTGACTGGATCTACAAGTGATGGTGAC

544gL1 B3
AACAGTAATAAGTGGCGAAATCTTCTGGCTGGAGAGACGAGATCGTGAGGGTGAAATCA
GTACCACTTCCGGAACCGCTGAACCTGTCTG

544gL1 F1
GGATGATTCGAAGCCGCCAC

S544gL1 R1
GCACGCCGTACGTTTGATITC
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Plasmid maps of intermedinte vectors pCR2.1 (544gH1) and pCR2.1(S44gL1)
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Figure 11: Oligonucieotide cametics used to make further grafts
e
ManT 10 20 30 a0 50 SacIT
CC GGG ART AAC TAC GCT ACK TAT ASC AGA AAY CTA AMG GGC AGA GCA ACS CIS ACC &C
C TTA TTG ATG CGA TGY ATA TUC ICT TYA GAT TIC CCG ICT CGT TG A 1GG
P G X W Y A T Y R R ¥ L E G R A T L T A
[
_Xmay 10 20 30 T 30 acIT
CC GGG AAT ANC TAC GCT ACA TAT AGG AGA ART CTA AM GGC AGA GIT ACG ATG ACC GC
C TTA TTG AYG CGA TOT ATA TCC TCT TYA GAT TIC CCG YCY CAA TGC TAC TGC
P 86 M N ¥ A T Y R R E Fr @ €6 R V T N T A
sHE
Bmatr 1 20 30 40 50 _BacIx
CC GGG AAT AAC TAC GCT ACA TAT AGG AGA ML TTC CAG GGC AGA GCA ACG CYG ACC GC
C TTA TIG ATG CGA TGT ATA TCC TCT TIT AMG GIC CCG TICT CGT TGC GAC T6GG
P 6 ¥ X Y A T T R R E F @ € R AT L T A
vl
Xmal 10 20 30 40 s0 _aacik
CC GGG AT AAC TAC GCT ACA TAT AGO AGR AMA TIC CAG GGC AGA OIT ACH AYG T GC
C TTA TIG ATG CGA TGY ATA TCC TCT TIT AAG GIC CLG ICT CAA TGC TAC T6G
P 6 ¥ N Y A T ¥ R R E F Q € R V T M T A
a2

Xoar 10 20 30 0 50 & _BatRIl
C CO6 GGT GAC GIT GTC GG ACC CAG AGC OCh TCT AGC CTG ASC GCA TCY STA CGA GAC CGG

CCA CTG CAA CAS CAC TGG 6TC TCS GGT AGJ TCE GAC TCG OOT AGA CATY CCT CIG GCC CAG TE

&8 R ¢ P VvV ¥V ¥V T g 8 Fr 8 8 L 8 A B ¥V 66 D R V T
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Figure 12: Competifion assay, competing binding of finoreseantly labelled mouse 5/44 antibody
wl.ﬂlg'aﬂulvuhnll.
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Full DNA sequence of grafied heavy and light chains

#) Heavy Chain

10 20 30 410 50 60
AABCITGOCG CCACC ATG GAC TIC GGA TIC TCT CIC GIG TIC CIG GCA CTC ATT CYC MG
TTCGRACGGC GGTGG TAC CTG AME CCT ARG AGA GAG CAC AAE GAC CGT GAG TAA GAG TTC

M D F ¢ ¥ 3 » vV F L A L I I ©&

70 a0 90 100 110
GGA GTG CAG TGT GNAG GTG ChA TTYG GTC CAG TCA GGA GCA GAG GTY ARG ARG CCT GGT
CCT CAC GTC ACA CTC CAC GIT AMC CAG GTC AGT CCT CST CIC CAA TIC TTIC GGA CCA
6 vV @ € E ¥ g L v Q 8 6 A E V K K P ©

20 130 o 150 160 170

6CT TCC GYC AAR GTT TCG TGET ANG GCT AGC GGC TAC AGG TTIC ACA AAT TAT PCG AXT
CGA AGG CAG TTT CAR AGC ACA TTC CEA TCG CCE ATG TCC AAG TGT TTA ATA ACC TAR
A 8 v XK ¥V 8 C K A 8 GG T R ¥ T B Y ® D

180 150 200 210 220 230
CAY TGE GTIC AGG CAG GCT CC8 GGA CAA OGC CIG GAA T66 ATC GGT GGC ATT AAT CCC
GTA ACC CAG TCC GIC OGA GGC CCT GTT COCG GAC CIT ACC TAG CCA OCG TAA TTA GG&
AR W ¥y R Q A P 6 € 6 L E ¥ I @6 G I § ™

240 250 260 270 280
GGG MY AAC TAC GCT ACA TAT MGG AGA AMA TIC CAG GGC AGA GTT ACG ATG ACC GCG
CCC TTA TTG ATG CGA TGTY ATA TCC TCY TIT MG GIC COG TCT CAA TGC TAC TEG COGC
€ ¥ N Y A T Y R R E F 0 G R VvV T K T D

250 300 310 320 330 340

GAC ACC TCC ACA ASC ACT GTC TAC ATG GAG CTG TCA TCT CTG AGA TCC GAG GAC ACC
CIG TGG AGG TGT TCG TGA CAG ATG TAL CYC GAC AGT AGA GAC TCT AGG CTC CIC TGS
D T 8 * 8 T vV Y M E L 8 8 L R B E D D

350 360 370 380 390 400
GCA GTG TAC TAT TGT ACT AGA GAA GGC TAC GGT AAT TAC GGA GCC TG TIC GCC TAC
CGT CAC ATG ATA ACA TGA TCT CTT COG ATG CCA TTA ATG CCT CGG ACC AAG CGG AYG

A vV Y Y ¢ * R B 6 Y 6 B Y 6 A ¥ F A D

410 420 430 4140 450
TGG GGC CAG GGT ACC CTA GTIC ACA GTC TCC TCA GCT TCTr ACA ARG GGC CCA TCC GTC
ACC CCG GTC CCA TGG GAT CAS TGT CAG AGS AGY OGA AGR TGT TTC CCG GGT AGG CMG
¥ 6 ¢4 6 T L VvV * Vv B 8 A B T K G P 5§ WV

460 470 490 €90. 500 510

TYIC CCC CYG GOG CCC TGC TCC AGG ASC ACC TCC GAG AGC ACA GCC 6CC CTG GGC TGC
ARG GOG GAC CGC GGG ADG AGG TCC ICG TG AGG CTC TCG TGT CGG COG GAC OCG ALS
¥F P L A P C 838 R B T 8 E B T A A L & O
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520 530 540 550 560 570

CTE GTC ARG GAC TAC TIC CCC GAA COG GTG ACS $TG TCG YGE AAC TCRA GGC GCC CTG
GAC CAG TTC CIG ATG AAG GGG CIT GEC CAC T6C CAC AGC ACC TIGC AGT CCG C8G GAC
L v XK p Y r P E P VvV T ¥V B W B 8 G A I>

580 550 600 610 620 630
ACC AGC GGC GTG CAC ACC TTC CCG GCT GTC CTA CAG TCC TCA GGA CIC TAC TCC CTC
TEG TOG CCG CAC 676 TGG ARG 6GC CGA CAG GAT GTC AGG AAT CCT GAG ATG AGG GAS
T 8 6 VvV B T F P A V¥V L 0 8 8 6 L Y 8 b

640 650 660 6710 6080
ASC AGC GTG GTG ALC GTG CCC TCC AGC AGC TICG GGC ACG ARG ACC TAC ACC TGC AMNC
TOZ TCG CAC CAC TGG CAC GGG AGG TCG TCG AAC CCG TGC TTC 1TGG ATG TGG ACG TTG
8 8 v v * v p B8 8 8 L 6 T EKE T YT T C ®

680 700 710 720 730 740
GTA GAT CAC ARG OCC ASC AAC ACC ARG GTC GAC AAG AGA GIT G GTGAGAGGCC
CAT CTA GTG TTC GGG TCG TIG TGE TIC CAC CIG TIC ICT CAA C CACTICTICCGG
vV D H K P 8 M T K Y D X R W

750 760 770 780 790 800 810
AGCACAGEGA GGGAGGGTET CTGCTGGARG CCAGGCTCAG CCCTCCTGCC TGGACECACC CCGGCTGTGC
TCGIGTCCCY CCCTCCCACA GRCGACCTTC GGTCCEAGYC ACCTGCGTGG

820 830 840 850 860 870 880
AGCCCCAGCC CAGGGCAGCA AGGCATECCC CATCTGICIC CICACCCOEGA GUCCICTGAC CACCOCALTC
TCECEEICEG GTCCCETCGET TCCOGTACGHS GAGTGGACCT COGUAGACTG GTGGGETGAG

850 900 910 8520 930 840 950
ATGCCCAGGE AGAGGGTCTT CTGGATTTIT CCACCAGGCT COSGGCAGCC ACAGGCTGGA TGOCOCTACC
TACGGGECCC TCYCCCAGRA GACCTARARA GATAGGTCCOGA GGCCCGTCRE TGTCCGACCT ACGGEGRTEG

960 970 990 1000 1010 1020
CCAGGCCCTG GCGCTCAGAC CTGCCAAGAG CCATATCCGG GAGGACCCIG
GGYCCGGGAC GCGIATGTCC CCGTCCACGA GACGETTCTC GGTATASGCC CTCCTGGGAC

1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090
COCCTGRCCT AAGCCCACCC CAAAGGCCAA ACTCTCCACY CCCTCAGCTC AGACACCTTIC TCICCICCCA
GGGEACTCGA YTCGEETGGG GITICCGGTT TGAGASGTEA GGGRGTOGRE TCIUTGGAM: AGAGGAGGGT

1100 1110 1120 1130 1140 1150
GAICTGRGTA ACTCCCAATC TICICTCIGC A GRAG TCC ARA TAT GGT COC CCA TGC CCA CCA
CTAGACTCAT TGAGGGTIAG ARGAGAGACG T CYC MGG TIT ATA CCA GGG GGT ACG GOT GGT

E 8 K ¥ @ P P C P B



WO 63093320 PCT/GCBOIN1M

1619
Figure 13 cont.
1160 1170 1160 1190 1200 1210 1220
T6C CCA GET AAGCCRACCC ASGCCTCECC CTCCAGCTCA RGGCGEGACA GGTGCCCTAG AGTAGCCTGC

ACG GGT CCA TTCGGITGEE TCCGGAGCHG GAGGTCGACT TCCGCCCIGT CCACEGGATC TCATCGGALG
cC P

1230 1240 1250 1260 1270 1280
ATCCAGGGAC AGGCCCCAGC CGGETGCTGA CGCATCCACC TCCATCICTT CCICA 6CA OCT GAGS TIC
TAGGTCCCTG TCCGGGGETCE GOCCACGACT GOGTAGGTES AGCTAGAGAA GGAGT CGT GGA CTC AMG

A P E D

1290 1300 1310 1320 1330 1340

CTG GEG 6GA CCA TCA GTC TTC CIG TTC COC CCA AAA OCC ARG GAC ACT CIC ATE ATC
GAC CCC CCT GGT AOT CAG ARG GAC ANG GOG QO TIT GG8 TIC CrG TGA GAWG TAC TAG
L 6 &€& P 58 V F L F P P X P K D T IL N DI

1350 1360 1370 1360 1350 1400
TCC CGG ACC CCT GAG GIC ACG TEC €T6 GIG GTG GAC GIG AGC CAG GRA GAC CCC GAG
AGG GCC TGG GGA CIC CAG TGC ACG CAC CAC CAC CTG CAC TCS GTC CIT CIG GGG CIC
8 R T P E V T C ¥V V v D VvV 838 g E D P >

1410 1420 1430 1440 1450
GTC CAG TTC ARC TGGC TAC GTG GAT GUC GTG GAA GTG CAT AAT GCC AAG ACA ARG CCG
CAG GTC ARG TTG ACC ATG CAC CTYA CCG CAC CIC CAC GTA TTA CGG TTC TGT TYC GGC
v ¢ F NN w ¥ vV D 6 ¥ E vV H ®H A K T K P

1460 1470 14080 1490 1500 1510
COC GAG GAG CAG TTC AAC AGC ACS TAC CET @IG &IC AGC GIC CTC ACC GTC CTE CAC
GCC CIC CTC GIC AAG TTE TCE TGC ATG GCA CAC CAMG TCG CAQ GAG TGG CAG GAC GIG
R E B Q P B 8 T Y R V¥V ¥V 8 V L T ¥ L b

1520 1530 1540 1550 1560 1570
CAG GAC TGG CTG ALAC GGC ARG GAG TAC AMG TGC ANG GIC TCC ARC AAR GGC CIC CCG
GIC CIG ACC GAC TIG CCE TIC CIC ATG TIC ACG TIC CAG AGG ITG TTY COG GAG GGC
Q b ¥ L ¥ 6 K E ¥ X € XK ¥ 8 R K 6 I P

1580 1590 1600 1610 1620 1630
TCC TCC ATC GAG AAA ACC ATC TCC ARA GCC AAA GGTGG GACCCACSSG GTGCEAIGEC
AGG AGG TAG CTC TYY TGG TAG AGG TIT CGG TYT OCACC CYGGGTGCCC CACGCTCOCCE
$ 8 I E K T I 8 K A D

1640 1650 1660 1670 1680 16%0 1700
CACATGGACA GAGGTCAGCT CGGCCCACCC YCTGCCCIGG GASTGACCGC TGTSCCRALC TCIGTCCCYIA
GTGTACCIGT CTCCASTCGA GCCGGLTGEG ARACGOERCC CTCACTOGOG ACACGGTTIGG AGACAGGGAY
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Figure 13 cont.
g 1710 1720 1730 1740 1750
CA 66G CAG CCC CGA GAG CCA CAG GTG TAC ACC CTG CCC CCA TCC CAG GAG GAG ATG
GT CCC GPC GGG GCT CIC GBET GIC CAC ATE TGG GAC GGG GGT AGG GYC CIC CIC TAC
G @ P R E P Q V ¥ T L P P 8'Q0 E E B

1760 170 1780 1780 1800 1810

ACC AAG ARC CAS 6TC AGC CY¢ ACC TGC CTG GIC AARA GGC TIC TAC CCC AGC GAC AYC
TG6 TIC TTIG GIC CAG TCG GAC TGE ACG GAC CAG TTT CCG AMG ATG GGG TCG CYG TAG
T X N @ v 8 L T C kB VvV K G Fr Y P 85 D D

1820 1830 1840 1850 1860 1870
GCC GTIG GAG TGS GAG MIC AAT GGG CRAG OCG GAG AAC AAC TAC ARG ACT ACG CCT COC
C8G CAC CIC ADC CTIC TOGC TTA OCC GIC GGC CIC TTE TTIG ATGC TIC TOG TGC GGA ©60
A V E ¥ B B3 R G @ P E R E Y K T T P P

1880 1850 1500 1910 1520
6IG CYG GAC TCC GAC GGC TCC TTC TIC CIC TAC AGC AGG CYA ACC GTG GAC AAG AGC
CAC GAC CTG AGG CT6 OCG AGC AAG AMG GAG ATG TCGC TCC GAT TGG CAC CTG TIC TCG
v L. b 8 D 6 B Fr r L Y 8 R L T Vv D K D

1930 1940 1950 1960 1970 1980

AGG TGG CAG GAG GGG AAT GIC TTC TCA TGC TOC GIG ATG CAT GAG GCT CTG CAC AAC
TCC ACC GTC CIC CCC TTA CAG ARG AST ACG AGG CAC .TAC €TA CIC CGA GAC GIG TTG
R W 0 E 66 ® v F 8 C 13 vV M H E A L B B

1990 . 2000 2010 2020 2030 2040
CAC TAC ACA CAG AMG AGC CIC TCC CY6 TCT CTG GGT AAA TGA ETGC CAGGRCCEEC
GIG ATG TGT E€TC TIC TOG GAG AGG GAC AGA GAC CCA TTT ACT CACG GTCCCOGCLS
B Y * ¢ K 8 L 88 L 8 L G Kk ™

2050 2060 " 2070 2080 2090 2100 2110
ARGCOCCCGC TCCCCGGGCT CTCGOOGTCE COCGAGGATG CYTGGCACGT ACCCCGTCTA CATACTYCCC
PICGOGEECE AGCGGCCCEA GAGCCCCAGC GCSCTCCTAC GAACCGTGCA GTATGAAGGG

2120 2130 2140 2150 2160
CATGGAAATA AAGCACCCAC CACTECCCTG GCTCGAATTC
TCCOTGGATC GYACCTTIAT TTCCYGGGTG GTGACGGGAC CGAGCTTAAS

53—
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Figure 13 cont. .
b) Light Chain

10 20 a0 40 50 60
TTCERAGCCS CCACC ATG AAG TTG CCT €TT AGG CTG TTG GIG CIT CYG TTG TIC TGS ATT
AAGCTTCGEC GGTGG TAC TTC AAC GGA CAA TCC GAC AMRC CAC GAA GAC AAC AMG AOC TRA

M E L P V R L L ¥V L L L F W DD

70 80 50 100 110
CCT 6CT TCC CGG GGT GAC GIT CAA GTG ACC CAG AGC CCA TCC AGC CTG AGC GCA TCY
GGA CGA MGG GCC CCA CTG CAA 6TT CAC TGG 6TC TCG GGT AGG TCG GAC TCG CGT AGA
P A 3 R 6 D V @ V T @ 8 P 8 8 L 838 A »

120 130 140 150 160 170

GIRA GGRA GRC COGG GTC RCOC ATC ACT TGT AGA TCC AGT CAG AGT CTIT GCR AAC AGT TAY
CAY CCT CTG GOC CAG TGG TAG TGR ACA TCT AGG TCA GTC TCA GRA CGT TTG TCA ATA
v €@ b R vV T I T € R 8 858 Q 8 L A ¥ 383

180 1% 200 210 220 230
GGG ARC ACC TTIT TIG TCT TGO TAT CIYG CAC AAA CCA GGT AAA GCC CCA CAA TTG CIC
CCC TTG TGG ARA MAC AGA ACC ATA GAC GIG TTT GGY CCA TIT CGG GGT GTT AAC GAG
& N * Fr L 5 W Y L H K P G K A.P O L I

240 250 260 270 280
ATC TAC GGA ATC TCT AAC AGA TIT AGT GGT GTA CCA GAC MGG TYC AGC GGT TCC GGA
TAG ATG CCT TAG AGR TTEG TCT AAA TCA CCA CAT 6GT CTG TCC ARG TCG CCA AGG CCT
I ¥ 6 I 8 B R r 8 GG VvV P D R F 8 8 8 ©

290 300 310 320 - 330 340

AGY GGT ACT GAT TTC ACC CTC ACG ATC TCG TCT CIC CAG CCA GAA GAY TTC GCC ACT
TCA CCA TGA CTA ARG TGG GAG TGC TAG AGC AGA GAG GIC GGT CIT CIA MAG CGG TGA
8 ¢6 T D F T L T I 8 8 L O P E D F A DT

330 360 370 80 . 350 400
TAT TAC TGT TTA CAA GGT ACA CAT CAS CCG TAC ACA TTC GGT CAG GGT ACT AMA GIR -
ATA ATG ACA AAT GTT CCA TGT GTA GTC GGC ATG TGT ARG CCA GTC CCA TGA TIT COAT
¥ ¥ € L g 6 * R g P ¥ T F 6 0 @ T K W™

410 420 430 440 450
GRA ATC ARA CGT ACG GTA GCG GCC CCA TCT GTC TIC ATC TIC CCG CCA TCT GAT GAG
CIT TAG TTT GCA TGC CAT CGC CGG3 GGT AGA CAG ARG TAG ARG GGC GGT AGA CTA CIC
E I K R T V A A P 8 Vv F I F P P 8 D» B

460 470 480 490 500 510

CAG TTG ARA TCT GGA ACT GCC TCT GIT 6TG TGC CIG CTé AAT AAC TTIC TAT CCC AGA
GTC AAC TTT AGA CCT TGA CGG AGA CAA CAC MG GAC GAC TTA TYE AAG ATA GGG ICT
4 L XK 8 @ * A 8 vV V ¢ L L N R P Y P P
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Figure 13 cont.

520 530 540 550 560 570

GAG GCC ARA GTA CAG TGG AMG GTE GAT AAC GOC CIC CAA TCG &GT RAC TCC CAG GAQ
CIC CGG TIT CAT GTC ACC TTIC CAC CYA TTG CG6G GAG GTT AGC CCA TTE AGG GTC CIC
E A K VvV Q0 ¥ KE ¥V P R A L @ 8 66 B 3 Q0 B

580 590 600 610 620 630
MST GTC ACA GAG CAS GAC AGC ARG GAC AGC ACC TAC AGC CTC AGC MIC ACC CYG ACG
TCA CAG TGT CTC GIC CTG TCG TTC CTd TCG T66 ATG TCG GAG TCG TCG IGG GAC TGC
8§ v ®* B Q D 8 K D 8 T Y 3 L § 8 T L D

640 650 660 670 " 680
CTG AGC AMA GCA GAC TAC GAG ARA CAC ARA GIC TAC GCC TGC GAA GIC ACC CAT CAG
GAC TCG TIT CGT CTG ATG CIC TTT GTG TTT CAC AYG OGG ACG CIT CAG TGG GTA GYC
L 8 K A D b 4 B K H xl v b 4 A [+ E v T H o

650 700 710 720 730 140
GGC CTIG AGC TCE CCC GYC ACA AMG AGC TTIC AAC AGG GGA GRS TOT TAG AGGER
CCG GAC TCG AGC GGG CAG TGY TIC TCS AAG TTG TCC CCT CTC ACA RIC YOXT
8 L 8 8 P VYV T K 8 F N R 66 E C

750 760 770 780
GARGTGCCCC CACCTGCICC TCAGTTCCAG CCTGGAAATT C
CI'ICACGGGG GTGGACGAGG AGTCAAGGTC GSACCCTTAA



SEQUENCE LISTING

<110>

<120>

<1€0>
<170>

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

<220>
<221>

<400>
Asan Tyr
h }

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

<220>
<221>

<400>
Gly Ile
1

Gly

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

<220>
<221>

<400>
Glu Gly
1

<210>
<211>
€212>
<213>

<220>
<221>

<400>

Arg Ser
1

Celltech RiD Limited

BIOLOGICAL PRODUCTS

51

SeqWin%9, version 1.02

1

5

PRT
mouse

mouse monoclonal 5/44 CDR-H1

1
Trp Ile His
5

2

17
ERT
mouse

mouse monoclonal 5/44 CDR-H2
2

Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Thr Thr Tyr Lys Arg Asn Leu Lys
5 10 15

mouse monoclonal 5/44 CDR-HS

3
Tyr Gly Aen Tyr Gly Ala Trp Phe Ala Tyrx
5 10

mouse monoclonal 5/44 CDR-L1

4
Ser Gln Ser Leu Ala Asn Ser Tyr Gly Asn Thr Phe Leu Ser
5 10 15

ICT/GDIINI
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2
<210> 5
<211> 7
<212> PRT
<213> mouse
<220>

<221> mouse monoclonal 5/44 CDR-12

<400> 5
Gly Ile Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 6

<211> 9

<212> PRT

<213> mouse

<220>

<221> mouse monoclonal 5/44 CDR-L3

<400> 6

Leu Gln Gly Thr His Gln Pro Tyr Thr

1l 5

<210> 7

<211> 113

<212> PRT

<213> mouse

<220>

<221> wmouse monoclonal 5/44 VL domain

<400> 7

Asp Val Val Val Thr Glno Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Sexr Phe Gly
5 t 10 15

A\
Asp Gln Val Ser Ile Ser Cys Arg Sar Ser Gln Ser Leu Ala Asn Ser
20 25 - 30

Tyr Gly Asn Thr Phe Leu Ser Tip Tyr Leu His Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45 —

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Gly Ile Sexr Rsn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Yhr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 -— 15 a0

SerﬂmlleLyn'mmmmuﬂymmmmmmﬂy
s et

85 90 - 95
Thr His Gln Pro Tyr Thr Phe Gly Gly €ly Thr Lya Leu Glu Ile Lys
100 105 110
Arg
<210> @

<211> 121
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<212> PAR?

<213> mounse

<220>

<221> mouse monoclonal 5/44 VE domain

<400> 8 . .

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Thr Val ILeu Ala Arg Pro Gly Ala
17L 5 10 15

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyrx Arg Phe Thr Asn Tyr

20 25 £ 30

Trp Xle His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45 X

Gly Gly Ile Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Thr Thr Tyr Lys Arg Asn Leu
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Val Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr

65 70 ¥ 75 80
Mat Asp Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
) a5 90 a5
Thr Arg Glu Gly Tyr Gly Asn Tyr Gly Ala Trp Phe Ala Tyx Trp Gly
100 105 110
Gln Gly Thr L.eu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<2106> 9
<211> 13
<212> PRY
<213> Artificial Sequence
<220>
<223>
<220>
<221> cH
<400> 9
Gly Asn Asn Tyr Thr Thr Tyr Lys Arg Asn Leu Lys Gly
1 5 10
<210> 10
<211> 13
<212> PRT
<213> Artificlal Sequence
<220>
<223>
<220>
<221> RW550
<400> 10

Gly Asn Gln Tyr Thr Thr Tyr Lys Arg Asn Lsu Lys Gly
1 5 10

&2
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4

<210> 11

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223>

<220>

<221> T57A

<400> 11

Gly Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Lys Arg Asn Leu Lys Gly

1 5 10

<210> 12

<211> 13

<212> PRT

<213> Axtificlal Sequence

<220>

<223>

<220>

<221> TI57V

<400> 12

Gly Asn Asn Tyr Val Thr Tyr Lys Arg Asn Leu Lys Gly

1 S 10

<210> 13

<211> 17

<212> PRT

<213>

<220>

<221> CDR-E2 (TS57A) A'

<400> 13

Gly Ile Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Ala Thx Tyr Lys Arg Asn Leu Lys

1 5 10 15

Gly

<210> 14

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequance

<220>

<223>»

<220>

<221> K60R

<d00> 14

Gly Asn Asn Tyr Thr Thr Tyr Arg Arg Asn Leu Lys Gly

1 5 10

<210> 15

&3
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<211> 17
<212> PRT
<213>
<220>
<221> CDR-H2 (KGOR) A'"
<400> 15
Gly Ile Asn Pro Gly Aan Ran Tyr Thr Thr Tyr Arg Arg Asn Leu Lys
1 5 10 15
Gly
<210> 16
<211> 17
<212> PRT
<213>
<220>
<221> CDR-H2 (T57A K60R)} H'*"'
<400> 16
Gly Ile Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Alas Thr Tyr Arg Arq Asn Leu Lys
1 5 10 15
Gly
<210> 17
<211> 70
<212> FRT
<213> Homo sapien
<220>
<221> DPK9
<400> 17
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser- Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Rsp Arg Val Thr Ile Thr Cys Txp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
20 25 30
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Gly Val Pro Ser Arg Fhe Ser Gly Ser Gly
35 40 45
Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Sar Ser Leu Gln Pro Glu Asp
50 55 60
Phe Ala Thr Tyr Tyr Cya
65 70
<210> 18
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>

JK1
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<400> 1B
Phe Gly Gln Gly Thx Lys Val Glu Ile Lys Axg
5 10
<210> 19
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial Sequasnce
<220>
<223>
<220>
<221> gLl
<400> 19
Asp Val Gln Val Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val €ly
1 % 5 . X 10 . wx . X
Asp Arg Val Thr Ilo!’hrt:ysm:gs.r Ser Gln Ser Leu Ala Asn_Ser
. ~2 v o« 25 . ~ . -~ 30
'ry.rclynsn Thr Phe Leu Ser Trp'ryrhullishya Pro Gly Lys Ala
- B - - . v .40 = - ..15.-/?('
Pro Gln Leun Leu Ile Tyr Gly Ile sor Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 58 ' o 60
nspnrgPhe Ser Gly Be:GIySuGly!hrnupHml‘hrLeu!hrno
65 . X 10 . . = TI5. - . == .~ BO
* Ser SerLeuGlanGlnMpPheMn!hr!ererysInuGlnGly
8s 90
Thr His Gln Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110
Axg
<210> 20
<211> 113
<212> PRY
<213> Artificial Sequence
<220>
<223>
<220>
<221> gL2
<400> 20
Asp Val Val Val Thr Gln Ser Pro Ser Ser lLeu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile!hrCyuhrgSarSaxGlnsqu.euAlnMnSer
20 25 30

Tyr Gly Asn Thr Phe Leu Ser Trp Tyr leun His Lys Pro Gly Lys Ala
35 40 45
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Pro 6ln Leu Leu Ile Tyr Gly Ile Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Sexr Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Lesu Thr Ile

65 70 5 80
Sar Ser Leu Gln Pro Glu Asp Fhe Rla Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Gly
e85 90 95
Thr His Gin Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ils Lys
100 105 110
Arg
<210> 21
<211> 80
<2]l2> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> DP?
<400> 21
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
i 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Trp Val
20 25 30
Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly Lys Phe Gin Gly
a5 40 45
Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr Met Glu
50 . 55 60
Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp. Thr Ala Val Tyx Tyr Cys Ala Arg
65 70 L] 80
<210> 22
<211> 11
<212> PAT
<213> Homo sapiens
<220> I
<221> Jud
<400> 22 )
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10
<210> 23
<211> 121
<212> PRT
<213> Artificlal Sequence
<220>
<223>

<220>
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<221> gHl

<400> 23

Glu Val €ln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
p § 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Arg Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

Txp Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Gly Ile Asn Pro Gly Asn Gln Tyr Thr Thr Tyr Lys Arg Ran Leu
50 55 60

Lys Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr

65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 S0 95

Thr Arg Glu Gly Tyr Gly Asa Tyr Gly Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly

100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thxr Val Ser Ser

115 120
<210> 24
<211> 121
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223>
<220>
<221> gH4
<400> 24
Glu Val Glu Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1l 5 10 15

Ser Val Lys Val Sar Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Arg Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

Trp Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Gly Ile Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Arg Arg Asn Leu
50 55 60

Lys Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 15 80

Mat Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 85

Thr Arg Glu Gly Tyr Gly Asn Tyr Gly Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly
100 105 . 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

67
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115 120
<210> 25
<21l1> 121
<212> FRT :
<213> Arstificial Sequen
<220>
<223>
<220>
<221> gHS
<400> 25
Glu Val Gln Leu Vel Gln Ser Gly Ala 6lu Val Lys Lys Pro Gly Ala
b | 1) 10 15

Ser Val Lys Val Sex Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Arg Pha Thr Asn Tyr
20 25 30

Trp Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Gly lle Asn Pro Gly Asm Asn Tyr Ala Thr Tyr Axg Arg Asn Leu
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Mat Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thxr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 S0 95

Thr Arg Glu Gly Tyr Gly Asn Tyr Gly Ala Trp Fhe Ala Tyr Trxp Gly

100 105 110

Gln Gly Thr Lau Val Thr Val Ser Ser

115 i 120
<210> 26
<211> 121
<212> ERTY
<213> Artificial Bsquence
<220>
<223>
<220>
<221> gH6
<400> 26
Glu Val Gin Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Arg Phe Thr Asmn Tyxr
20 25 30

Trp Ile His Txp Val Arg €ln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Gly Ile Asn Pro Gly Asn Aan Tyr Ala Thr Tyr Arg Arg Lys Phe
50 55 60
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Gln Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr Sar Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

Mat Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 50 95

Thr Arg Glu Gly Tyr Gly Asn Tyr Gly Ala Trxp Fhe Ala Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 27
<211> 121
<212> PRY
<213> Artificial Sequencs
<220>
<223>
<220>
<221> gH?
<400> 27

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lyas Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Arg Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

Trp Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Txrp Ile
as 40 ' 45

Gly Gly Ila Asn Pro Gly Asa Asn Tyr Ala Thr Tyr Arg Arg Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thxr Met Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyrx
65 70 75 80

Mot Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ber Gla Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 80 : 95

Thr Arg Glu Gly Tyr Gly Aan Tyr Gly Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly

100 105 110
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 28
<211> 239
<212> PRT
<213> Artificial Bequence
<220>
<223
- C220>

<221> Full sequence of grafted light chain
<400> 28
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Met Lys Leu Pro Val Arg Leu Leu Val Leu Leu Leu Phe Trp Ile Pro
1 5 . 10 15

Ala Ser Arg Gly Asp Val Gln Val Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
20 25 a0

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ser Ser Gln Ser
3s 40 45

Leu Ala Asn Ser Tyr Gly Asn Thr FPhe Leu Ser Trp Tyr Leu His Lys
S0 55 60

Pro Gly Lys Ala Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Gly Ile Ser Asn Arg Fhe
65 70 15 8o

Sex Gly Val Pro Asp Arg Phe SBer Gly Sar Gly Ser Gly Thr Asp Pha.
a5 90 95

-Thr Ieu Thr Ile Ser Ser leu Gin Pro Glu Asp Fhe Ala Thr Tyr Tyx
100 105 110

Cys Leu Gln Gly Thr His Gln Pro Tyr Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys
115 120 125

Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro
130 135 140

Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu
145 150 155 160

Leu Asn Asn Pha Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp
165 170 175

Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ber Gla Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp

180 185 ) 190
Ser Lys Asp Ber Thr Tyr Ser lLeu Ser HSar Thr Leu Thr Leun Ser Lys
195 200 205
Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Yyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln
210 215 220
Gly Leu Ser Sar Pro Val Thr Lys Ser Fhe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230 235
<210> 29
<211> 781
<212> DHA
<213>
<220>

<22]> Full DNA sequence of grafted light chain

<400> 29

ttcgaagoeg ccaccatgaa gttgoectgit aggetgttgg tgcttctgtt gttctggatt
cetgecttece ggggtgacgt tcaagtgacc cagageccat ccagectgag cgeatctgta
ggagaccggg tcaccatcac ttgtagatec agtcagagtc ttgeaaacag ttatgggaac
accttttigt cttggtatct gcacasacca ggtasagece cacaattget catctacgga
atctctaaca gatttagtgy tgtaccagac aggttcageg gttccggaag tggtactgat
ttcaccctea cgatctegte tetecageca gaagattteg ccacttatta ctgtttacaa
ggtacacatc agcegtacac atteggtcag ggtactaaag tagaaatcaa acgtacggta

120
180
240
300
360
420
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gcggececat ctgtcttcat cttecogeca totgatgage agttgasate tggaactgee 480
tctgttgtgt gectgetgaa taacttctat cccagagagg ccaamgtaca gtggaaggtg 540
gataacgcce tccaateggg taactccocoag gagagtgtca cagagcagga cageaaggac 600
agcacctaca gcctcagcag caccctgacg ctgagcaaag cagactacga gaancacaaa 660
gtctacgect gcgaagtcac ccatcaggge ctgagctege ccgtcacaaa gagettcaac 720
aggggagagt gttagaggga gaagtgccce cacctgctcce teagttceag cctgggaatt 780

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

<220>
<223>

<220>
<221>

<400>
Mat Asp
1

Val Gln

Pro Gly

5

Lys

4

Val

Tyx Trp
130

Gly Pro
145

Ser Thr

Val Thr

val Thr Vval Pro

210

30

467

PRY
Artificlal Segquence

Full sequence of grafted heavy chain
30

781

Phe Gly FPhe Ser Leu Val Phe Leu-Ala Leu Ile Leu Lys Gly

S 10

Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser
35 40

15

Cys Glu Val Gln Len Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
Gly Tyr Arg Phe
45

Tyr Txp Ile HBis Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
60

Ile Gly Gly Ile Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Arg
a0

70 75

Phe Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser

as 80

100 105

115 120

95
Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val

Cys Thr Arg Glu Gly Tyr Gly Ren Tyr Gly Ala Trp Phe Ala

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys
135 140

Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg S8er Thr Ser Glu

150 155

165 170

180 185

195 200

160

Ala Ala Len Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro
175

Val Ser Trxp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr

Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyx Ser Lau Ser Sar Val

Ser Sexr Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn
215 220

27



WO 03093320

Val
225

Lys

Gly

Ile

His
305

Arg

Lys

Tyr

Leu
385

Ixp

Val

Leu
465

Asp His

Tyr Gly

Pro Ser

Ser Arg
275

Asp Pro
290

Asn Ala

Val Val

Glu Tyr

Lyas Thr
355

Thr Leu
a7o
Thr Cys

Glu Sex

Lau Asp

Lys

Pro

Glu

Lye

Ser

340

Ile

Pro

Leu

Asn’

Ser
420

Pro
245

Pro

Val

Val
325

Cys

Ber
Pro
val
Gly

Asp

Lys Ser Arg Txp

Gln Ala
450

Gly Lys

<210> 31

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>

<221>

<400> 31

Lan

2160

His

PCT/AGBO3N1934
13

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser
230 235 240

Cys Pro Pro Cys FPro Ala Pro Glu Phe lLeu Gly
250 255

Leu Phe Prov Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
265 270

Glu Val Thr Cys Val Val val Asp Val Ser Gln
280 285

Gln Fhe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Vsl Glu Val
295 300

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr
310 315 320

Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
330 335

Lys Val S5er Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile
345 350

Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
360 365

Ber Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser
375 380

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
350 395 400

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
410 415

Gly Ser Phe Fhes Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val
425 430

Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Vval Met
440 445

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Lau Ser Leu Sexr
455 460

DNMA
Artificial Saquence

Full DMA secuence of grafted heavy chain

7



aagcttgceyg
ggagtgecagt
tcegtcaang
gtcaggeagg
tacgctacat
agcactgtet
actagagaag
gtcacagtct
aggagcacct
ccggtgacgyg
gtcctacagt
ttgggcacga
aagagagttg
cocctectgee
catctgtetce
ctggattttt
cgcatacagg
ceectgacet
tctecotecea
catgcccoacc
ggtgccctag
tccatctett
aaacccaagg
gtgagccagyg
aatgeccaaga
ctcaccgtee
aaaggcctcc
gtgcgaggge
tgtgccaacc
atcocaggag
coccecagegac
cacgcctcce
caagagcagg
caaccactac
aagcececego
catacttccec

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

32
94

<220>
<223>

<220>
<221>

<400>

32

ccaccatgga
gtgaggtgcea
tttegtgtaa
ctcogggaca
ataggagaaa
acatggagct
gctacggtaa
cctcagette
ccgagagcac
tgtegtggaa
ccteaggact
agacctacac
gtgagaggce
tggacgcacc
ctcaccegga
ccaccaggcet
ggcaggtget
aagcccacee
gatctgagta
atgcccaggt
agtagcctge
cctcagecace
acactctcat
aagacccoga
Caaagcogey
tgcaccagga
cgtcctecat
cacatggaca
tetgtcoccta
gagatgacca
atcgeegtgg
gtgctggact
tggcaggagg
acacagaaga
tceecggget
aggcacccag

DMA
Artificial Sequence

_ 544gH1l T1

cttcggattce
attggtccag
ggctagegge
aggcctggaa
attcecaggge
gtcatctctg
ttacggagec
tacaaagggc
ageccgecoctg
ctcaggcgee
ctactcccte
ctgcaacgta
agcacaggga
ccggetgtge
ggcctctgac
cocgggeagee
gegetcagac
caaaggccaa
actcccaate
aagccaacce
atccagggac
tgagttcctg
gatctcecogg
ggtccagttce
ggaggagcag
ctggctgaac
Cgagaaaace
gaggtcaget
cagggcagee
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggctc

ggaatgtctt
geccteteeet
cteggggteg
catggaaata

PCT/GBO301934

14

tetctegtgt tcetggeact cattctceaag
tcaggagcag aggttaagaa gcctggtget
tacaggttca casattattg gattcattygg
tggatcggtg goattaatcee cgggaataac
agagttacga tgaccgegga cacctocaca
agatccgagg acaccgeagt gtactatigt
tggttegect actggggccea gggtaccecta
ccatecegtet tecccoctgge gecctgetcee
ggctgectgg tcaaggacta ctteccegaa
ctgaccageg gegtgeacac ctteocgget
agcagegtgg tgaccgtgee ctccageage
gatcacaagc ccagcaacac caaggtggac
gggagggtgt ctgctggaag ccaggctcag
agccccagee cagggcagea aggcatgece
caccccactc atgeccaggg agagggtett
acaggctgga tgccectacce ccaggecctg
ctgccaagag ccatatccgg gaggaccctg
actctccact cccteagetc agacacctte
ttctetotge agagtccaaa tatggtecce
aggcctegee ctocagetca aggegggaca
aggccecage cgggtgetga cgceatcecace
gggggaccat cagtcttcct gttococccca
acccctgagg tcacgtgegt ggtggtggac
aactggtacg tggatggcgt ggaggtgcat
ttceaacagea cgtaccgtgt ggtcagegtc
ggcaaggagt acaagtgcaa ggtctcocaac
atctccanag ccaanggtgg gacceacggg
cggcccacce tctgecctgg gagtgacege
ccgagageeca caggtgtaca ccctgecccee
cagcctgace tgectggtea aaggettcta
cantgggcag ccggagaaca actacaagac
cttcttecte tacagcagge taaccgtgga
ctcatgctce gtgatgecatg aggetctgea
gtctctgggt aaatgagtge cagggecgge
cgcgaggatg cttggeacgt accccgtcta
aagcacccac cactgccctg getogaatte

agtgtgaggt gcaattggtc cagtcaggag cagaggttaa gaagectggt gettcegtea
aagtttegtg taaggctagc ggctacaggt tcac

<210> 33

<211> 96

<212> DNA

<213> Arxtificial Sequence
<220>

<223>

<220>

60

120
180
240
300
360
420
400
540

600

660

720

‘780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

73
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<221> 544gHl T2

<400> 33

gtggcattaa tcccgggaat cagtacacta catatasaag aaatctaaag ggcagagecas
cgctgaccege ggacacctec acsageactg tctaca

<210> 34

<211> 9%

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223>

<220>

<221> S544gB1 T3

<400> 34

agagaaggct acggtaatta cggagcectgg ttegectact ggyggecagyy taccctagtc
acagtctect cagettctac aaagggcceca agaaa

<210> 35

<211> 94

<212> DHA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223>

<220>

<221> 544 gHl Bl

<400> 35 '
ggaccaattg cacctcacac tgcactccot tgagaatgag tgocagguac acgagagaga
atccgaagtce catggtggeg goaagetttt atte

<210> 36

<211> 97

<212> DNA

<213> Arxtificial Seguence
<220>

<223>

<220>

<221> 5S544gH1 B2

<400> 36

gattceccggy attaatgeca ccogatecatt ccaggeccttg tccecggagec tgectgaccce
aatgaatcca ataatttgtg aacctgtage cgctage

<210> 37

<2i1> 953

<212> DNA’

<213> Artificial Sequence
<220>

<223>

<220>

<221> S&dgnl B3

60
L1 ]

60
-1}
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<400> 37
cgtaattacc gtagccttct ctagtacaat agtacactgc ggtgtccteg gatctcagag 60
atgacagcte catgtagaca gtgcttgtgy agy 93
<210> 38
<211> 21
<212> DEA
<213> Artificisl Sequence
<220>
<223>
<220>
<221> 544gHl F1
<400> 38
gaataaange ttgecgeocac ¢ . 21
<210> 3%
<211> 22
<212> DMNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223>
<220>
<221> 544gHl R1
<400> 39
tttettggge cctttgtaga ag 22
<210> 40
<211> 47
<212> DHR
<213> Artificial Sequance
<220>
<223>
<220>
<22)> 544 gLl 711
<400> 40
gettececggy gtgacgttca agtgacccag ageccatcea gectgagege atctgtagga 60
gaccgggtea ccatcacttg tagatee 87
<210> 41
<211> 90
<212> DRA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223>
<220>

<221> 544 gLl T2

<400> 41
tatctgcaca aaccaggtaa agccccacaa ttgetcatcet acggaatctc taacagattt 60
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agtgﬁtgtnc cagacaggtt cageggttee

<210> 42

<211> 91

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223>

<220>

<221> S544gLl T3

<400> 42

agatttcegec acttattact gtttacaagg tacacatcag ccgtacacat tcggteaggg
tactaaagta gaaatcaaac gtacggcgtg c

<210> 43
<211> @B
<212> DNA
<213>

<220>

<221> 544gLl Bl

<400> 43
gaacgtcacc ccgggaagea ggaatccaga acaacagaag caccaacage ctaacaggea
acttcatggt ggeggetteg aatcatce

<210> 44

<211> 88

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<22

<220>

<221> 544gL1 B2

<400> 44

ctttacctgg titgtgcaga taccaagaca maaaggtgtt cccoatamctg tttgcaagac
tctgactgga tctacaagtg atggtgac

<210> 45

<211> 90

<212> DA

<213> Artificial Sequenca
<220>

<223>

<220>

<221> S5449L1 B3

<400> 45

aacagtaata agtggcgaaa tcttctggct ggagagacga gatcgtgagg gtgaaatcag
taccacttec ggaaccgctg aacctgtety

<210> 46
<211> 20
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<212> DmA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223>
<220>
<221> S44gLl F1
<400> 46
ggatgattcg aagccgccac 20
<210> 47
<211> 21
<212> DNA
<213>
<220>
<221> S44gLl Rl
<400> 47
gecacgecgta cgtttgattt c 21
<210> 48
<211> 339
<212> DHA
<213> mouse
<220>
<221> DHA sequence of mouse monoclonal 5/44 VL
<400> 48
gatgttgtgg tgactcaaac tccactctee ctgectgtea getttggega tcasgtttet 60
atctcttgcea ggtctagtca gagtctitgea aacagttatg ggaacacctt tttgtctitgg 120
tacctgecaca ageciggoeca gtctccacag ctectcatct atgggatttc caacagattt 180
tctggggtgce cagacaggtt cactggcagt ggttcaggga cagatttcac actcaagate 240
agcacaataa agectgagga cttgggaatg tattactgct tacaaggtac acateagceg 300
tacacgttcg gaggggggac caagctggam ataanascgt 339
<210> 49
<211> 363
<212> DHA
<213> mouse
<220>
<221> DNA sequence of mouse monoclonal 5/44 VB
<400> 49
gaggtccaac tgeagcagte tgggactgta ctggcaagge ctggggette cgtgaagatg 60
tcctgecaagg cttctggeta caggtttace aactactgga ttcactgggt aaaacagagg 120
cctgggcagg gtctagaatg gattggtggt attaatcctg gaaataatta tactacgtat 180
aagaggaact tgaagggcaa ggccacactg actgcagtca catccgeccag cactgectac 240
atggacctca gecagectgac aagtgaggac tctgeggtet attactgtac sagagaggge 300
tatggtaact acggggcocctg gtttgctitac tggggccagg ggactotggt cacegtctec 360
tca 363

<210> 50
<211> 9
<212> DMA

<213> Axtificial Sequence

77
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<220>
<223> sequence within oligonucleotids primer
<400> 50
geegecace
<210> 51
<211> 101
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
€223> 5' oligonucleotide primer
<400> 51

PCT/GDION1934

gegegcaage ttgecgecac catggactte ggattetete tcogtgttceet ggeacteatt 60
ctcaaggqag tgcagtgtga ggtgcagctc gtegagtetg g

101
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTBBA/ 210

Continuation of Box 1.2
Claims Nos.: 1-3,5~11,19,20,30-44 (a1l partially)

Present claims 1-3, 5-11, 19, 20, 30-44 relate to an extremely Targe
number of possible antibodies. Support within the meaning of Article 6
PCT and/or disclosure within the meaning of Article 5 PCT 1s to be found,
however, for only a very small proportion of the antibodies clajmed. In
the present case, the claims so Tack support, and the application so
Tacks disclosure, that a meaningful search over the whole of the claimed
scope 1s impossible. Consequently, the search has been carried out for
those parts of the claims which appear to be supported and disclosed,
namely those parts relating to the antibodies discliosed in the examples
of underlying application. . .

Present. claims 19, 20 and 30-44 (all1 partially) relate to an antibady
defined by reference to a desirable characteristic or property, nasely an
improved affinity. The claims cover all antibodies having this
characteristic or property, whereas the appiication provides support
within the meaning of Article 6 PCT and/or disclosure within the meaning
of Article 5 PCT for cnly a very limited mmber of such antibodies. In
the present case, the claims &0 Tack support, and the appiication so
lacks disclosure, that a meaningful search over the whole of the claimed
scope {s impossible. Independent of the above reasoning, the claims also
lack clarity (Articie 6 PCT). An attespt {s made to define the antibody
by reference to a resuli.to.be_schisved. Again, this lack of clarity in
the present caz@ 1s such as to render a meaningful search over the whole
of the claimed scope impossible.

Consequently, the search has been carried out for those parts of the
claims which appear to be clear, supported and disclosed, namely those
par:.: r:}utlnu to the antibodies disclosed in thé examples of underlying
application. :

The applicant’s attontion 1s drawn to the fact that claims, or parts of
claims, relating to inventions {n respect of which no international
search report has been established need not be the subject of an
international preliminary exswination (Rule 65.1(a) PCT). The applicant
1s advised that the EPO policy when acting as an International
Preliminary Examining Authority s norsally not to carry out a
preliminary examination on metter which has not been searched. This is
the case irrespective of whether or not the claims are amended following
receipt of the search report or during any Chapter II procedure.
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This Intmefional Saerch Report has not been astablished In mapsct of cerisin clalms under Arliols 17{2)(s) for the Joliowing reasons:
1. [x] gms

mmnbmuumbumwmmm
Altho

claims 33-36 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the cowoundlcomosi ion.

2 |I| Cisine Now: 1-3,5-11,19,20,30-44 (a1l partially)
mlgm of the inlormalional S be lﬂﬂél‘.ﬂ with e proasyibed requiremanis i such

see FURTHER INFORMATION sheet PCY/ISA/210

2 [] cures
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Box B Obserwilions where unity of krventtion b lacking (Contimiion of liem 2 of firal aheey)

This inlamelional Gaarching Authority found nulliple invenlions in thils intlsmelional applicaien, as folloma:

1 D mﬂ-—mummmwuwummmma
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BoxNe.I  TITLE OF INVENTION
BIOLOGICAL PRODUCTS

BoxNo.Il  APPLICANT [T} Ttia parmon is aleo investar

o D e e e
Bax is the cpplicant s State (that is, My)d‘ mhd‘ Inclicated below)
CELLTECH RAD LIMITED Facsimile No.
208 Bath Road
Siough “Telopxinter No.
SL1 3WE
United Kingdom Applm'snﬁlnl'nnﬂo.",lhht)ﬂu .
[ State (that b, country) of nationality: State (that &5, coundry] of residence:
GB GB
ambegen [Qake [Kitnheess. Oosmey ey
BoxNe.Ill FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S) '-
e e e et e g | T i
Bt Iy hm applicant s hﬂ'hm mhd‘ indicsted below,) D oant only
POPPLEWELL, Andrew George - '“"""“. L
CELLTECH R&D LIMITED applicent and inventor
g?:ug:m Road D Emaz ﬂﬂ :\uun
Berkshire SL1 3WE Applicant's regisiration No. with the Office
|_Linjed Kingdom
State (that iz, country) of nationality: State (that Is. country) of residonos:
GB GB
E‘um.':.'“"‘““.e 0}l B [ oy e Tty [ & el e

| 1] Pucthr applicents andor (factcr) imvestors are indicated oo = contimaiion sheet

BoxNo.TV  AGENT OR COMMON REFRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

?&Ms)mhwhhmuw (] st Oativ
N o o e e e T
MERCER, Christopher Paul r———

CARPMAELS & RANSFORD e

43 BLOOMSBURY SQUARE

LONDON WC1A 2RA o
A e et S e a3 Wl Sormponioncs S e gt oo "ppoiatad sad s

Form PCT/RO/101 (first sheet) (March 2001; roprint Janmary 2003)

Sea Notes w0 the requayt form



Contlnstion of Bex No. I  FURTHER AFFLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)
{/ none of the following sub-boxes Is uzed, this sheet thould not be Includled in the request,

m-mpund_ e T e | Thia porson i

Bazissthe pplicoest's Siats (tatis, country) of residence u?-a-«r s indioated below ) D applicent anly

TICKLE, Simon Peter - ] .

CELLTECH R&D LIMITED el it

310: ug:'h Road [ e oot & s e

Berishire SL1 SWE Applicant’s rogistration No. with the Office

United Kinadom

State (that ix, country) of natiovality: Statn (0t s, country) of residonce:

GB GB

D~ [hse= [itmibyoy RIS [ Shmsuns

[k Ay o fpos . fowirm T et .ﬁ-“"":: This permoa -

hunwra-m-umm?nud s bndicmted balow, D spplicent anly

LADYMAN, Heather . . .

CELLTECH R&D LIMITED oty o coch

208 Bath Road [0 Srmiet b e i i el

Slough -

Berkshire SL1 3WE Apylicant’s rogistration No. with tho Offica

United Kinadom

saé (that Is, cowntryy) of naticnality: sésmuwnfm

B i Oitesiycx F2IEY []Sipms
X . -

&uﬂm"‘ﬁ-ﬂb’\- -hﬁm‘:ﬂﬂ This person ix

Baxis duscpplicat s Stais (that s, conrtry) of veskdance n-sunr irindicated below) D spplicant oaly

D applicant and irventor
O S sy
Applicast’s registration No. with the Office

Statn fhat Is, country) of nationality: Stada (that Is, country) of residence:

E“ﬁm D Gamﬁhdm Dd‘m-ly thn:
Namie end address (Fanily noms poe— antlly, ful] official desigration. 2 :
m-u--uu.n,du-du-f e o bvkcntad i s | T3 poreoa i

Bax ts e opplicont's Siase (What [s, country) of residence nhd‘ i indicated below )

[] epticent onty
F ] sweticunt and inveasor
O Somay S Rneey

. Applicants registration No. with the Office

State (that ks, cosniry} of nationality: Staie (et b, country) of residence:
Thiapeon i spplicant ] sldeipnmd [l i, (2SS [ Simatia

] Pucther spplicants sndfor (further) inveatirs are iadicated an snother contimation sheet.

Form PCT/ROV101 (continustion sheet) (March 2001; reprint Junuary 2003) See Notas 10 the reguest form
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ShectNo. ..J3... .
BexNe.V DESIGNATION OF STATES Mark the applicobls check-baxes below; at leoxt one suct be marked

The following desigiations are horeby made aader Ruls 4.5(sk
Reglonal Pateat -

8 AP ARIPO Patent: GH Ghana, GM Gambis, KE Keayn, LB Lesotho, MW Malawl, MZ Mozambique, SD Sudan,
8L Siera Leone, 87 Swasiland, TZ United Republic of Teamnls, UG Uganda, ZM Zambia, ZW Zhnhelvwe, snd any other
smwmmciumdusamm-mmwuuumwqumwmm
specifyondotiedling) . . ... .........cciiceiiinactnciiiiriatteataaanncaatsaatranatrasaanrinnerannanennnn

® EA EurssiouPsteat; AM Armonis, AZ Azcrbeijss, BY Bolaros, KG Kyrgyastan, KZ Kazakbatan, MD Regublic ofMoldova,
RU Rossien Federation, TJ Tajikistan, TM Turkmensistan, snd any other Stato which is & Contracting Siste of the Enrasian
Patent Conventiop and of the PCT

B EP TurepesnPatout: AT Anstiia, BE Balgium, BG Bulgaris, CH & LI Swits:risnd and Lischtsnstein, CY Cyprus, CZ Czoch
Republic, DE Garmsny, DK Dosupark, KE Esiogis, ES Spein, FI Finland, FR Frence, GB United Kingdom, GR Greece,
IX Ircland, IT Inly, LU Luxembowy, MC Monaco, NL Notharfands, PT Portugel, SE Swoden, 81 Slovesia, SK Slovakis,
TR Turkey, and any other Stuts which is & Costracting Stete of the Exropesa Patent Convestion ead of the PCT

T OA OAPI Patest: BF Burkina Faso, 87 Benin, CF Contral Afiican Republic, CG Congo, €1 Oto 4" Iveire, CM Camason,
GA Gsboa, GN Guincs, GQ Bquatorial Guines, GW Guinoa-Bizssn, ML Mall, MR Marxitenia, NE Nigsr, SN Senogal,
TD Clad, TG Togo, and sy other Stato whick is s member Stato of OAPY aad s Contrscting Stato of the PCT (i other-kind

o pro#ection or treatment desirad, specify on dottad Bng) . . .« o coieanieriannan.. Gemvecmusestmvaansansnnnrans
National Fatent (Yfother kind of prodection or treatment desired, specify an dotied ling):
B AE Usitod Arab Bmirates ... .......... B GMGambla M NZ Now Zeshood .. ..............
W AG Amtigus end Barteada B B Croatls ......ccconnvnnnennns 0 OsOmen
B AL ABenin......cccvennnnnnnn.. W o0 Hogary ...ooveeeiiecaae B re Phifippioes .......coonneeenen
B AMAmDOmER . ...vueiiiniiinennes I Indonssia B rolend.....coecaaannnnnnn
OB AT Anstria..cenneiiannnannannnn. [ A P B PT Poitmgad . ...
BB AD Amsinaia .........cceennn..n.. BN Idin.......c.cooveinannnen. W RO Romssia
AZ Ascrbajfan . .....coceeennnannn 5 lesland B RU Rassien Federsfiom . ... . ... ... ..
#ll BA Bosis snd Heesegovina ... ....:. WP Jmpen....oeiiiiiiiiiiiiit | diiiiiiitadeieaicanenans
K 2B Butbedos KE KoOYh..cuinnrreranncnnnrean Ul 5C Soycheiles
B pGBuguis.....c...cuvuennnnen.. W XC Kygymtan......o0neennnnnn. M Soda
B BR Brexil........cooioinnennanes Ixrnmrqmw B = Swdm
BBY Belanm.....cccoooeimainnnnnn. OfKOrem . .. eeecaiaiaanans SG Singspore
A R % KR Ropublic of Kores ... ............. B 5K Sovakia..........c.e.......
0 CA Conaa H XZ Kexskhgtaa . ... ........ ceereaes B 5. SiomLease.................
8 CH & LI Switserland snd Lischicnstein B LC Saint Locia TI Tojikistan....c.ccoeennnn....
Woncemm..ocooeiieiaaaannn... W LK SriLuin Ol T™ Tukmenisn ... ..............
B co Colombin Bl LR Libera B TN Tuslsia
B R Coalica...... rereneeranns BELS Lesotho.....ccvvenenannnnn. TR Tokey.....cceiieiinnnnan
CUCHDR....ociariareicvnacnnns 3 LT Liftnesnia TT Thivided ead Tobago ..........
W CZ Coech Bepuiblic . .............. BLULSGmboWE =000 cerecvevcriecensncecenaaes
DE Gamany.......coocweeemannn B LV Latvia B TZ United Republic of Teozania
WoKDamak . ....ooveiinene ., MAMOOCED .. eoeeeenenanannns BuAUkse...................
& DM Dominica MD Republic of Moldova . . ... .... Rocupah ....................
[ A S U3 Unifed States of America . .......
EC Beoador....cveuueeneenenanns Y N
DU EE Batomin . o oo I MX Tho farmer Yugostev Republicof W UZ Usbekistas . . ...............
BlEs Spmin ..o, Macedonin -...coneeiiennennis VC Saint Viacent sad the Grenadines
B Fieod..ooooooeevenennan-... B N Mongolin BN VieNam.....ooeeaneee..
B GB United Kingdom MWMalowd . ..o aee e B YU Yugalavia . .................
GD Grenads T Y 7 S ll ZA Scuth Afiica. . ..............
B GCEGeomgin....cccvcieeacnnns B MZ Mozaoabique . .....ocenevnrennns B 2 Zachia
BoaGmes......ccooeevnnnn.. NO Norway W rwZimbidwe................-

Checke-boxes below resscved for dasigoating States which have become party 0 the FCT after imuanco of this shect:
E.Nlmnm ..................... [ ST

Precantissary Designation Ststemaent: In addition to the designations made show, the applicent aleo nakes wnder Rale 4.9(b) all
ather designations which would bo pexsitied under the PCT except any desiggation(s) indiceted in the Supplemenial Box as being
axchded from the scope of this stetemt. The spplicant declares that thoss sdditional designations are sibject 10 confirmation snd et
any designation which is not confizmed hefisre the expirstion of 15 months from the priority dste is fo be reganded as withdrewa by the
spplicent st the expirstion of that time linit. (Confirmation (inchaling fosy) sumt reack fhe receiving Offics withia the 1 3-mcutk e lixk )

Form PCT/ROV101 (socond sheet) (Senusry 2003) . Sow Notex 1 the request form




drm,

amdior,

o fur the the

of Baxes No. Il and No. T (as the case ssay be), indicats the
name of the w scxt lo such name,
named person Is invesdor;

) ¥ inaddion fo the indicated in Bax No. IV, there ore
. s “Continnation qf

BaxNo. V, the State (or QAP b
“ E?:-.- U.‘h:i:wh ('J: Siotes of
mn:n-p-u o inclcotion “comtimmetion

‘“ﬁr": il:ie-.whu
Box No. 7 and _gda—mpmrz

manber of
the parent title or porent od the date of grant of
ﬁlﬂuﬂkh:ﬂc pﬁm‘

&) i in Bax No. VI, there are mave than five curliar
whase & clalmed: s such cow, wrike
o Bax No. ¥I° and indicate for cach addifional axrier

- muﬁm”‘#mﬂ-m
sinigneet

2 . I with egard 1o e
el Do o, e epplioa ikow o et oy

shat wrike
Mﬁnhqcﬁjr-‘-h-dﬂ.

ﬂ'ﬂhﬂhmw“aﬂd‘d
Stote so exclhudad

CONTINUATION BOX NO. IV

‘h dﬁﬁl:nhd “ﬂh.

No.* (indicais I'I.Ii 'F'Infﬁ'll ) ened furaciah HOWICK, Nichalas Kalth
gﬂnﬁ.—:—--qﬁd o hz FISHER, Adrian John
nw-dhkh-ﬂﬁwmh MERCER, Christopher Paul
f : HALLYBONE, Huw Gearge

{D {f mere than twe persens are to be indicaied az JACKSON, Richard Eric

and/for investory and wo “contimuation sheet” is i HOWARD, Paul Nicholas

thosane,
in Bax No. Il wd‘ﬁ:ﬂlﬂh Box COCKERTON, Bruce Roger
fnthe s Siade (Yhat b, country) of residenca ifno Stes  MARSHALL, Cameron John
s Indicated belovw; GOODFELLOW, Hugh Robin .

O st St anitod e Sopybomscast Bec2 s All of Carpmacls & Ranaford
of Box No_ 1T or “Contiaation of Besss No. 1T mﬁs}“
et io RIS, @
mﬂm,ﬁrzmdﬂﬂknﬂpmb Tel: 0207 242 8892

BoxNo. Horin the nub-boxes of Bax No. I, ke Fix: 0207 405 4166
nd L?ﬁ&bu‘b—-gh

Form PCT/ROVI01 (supplomental sheet){(March 2001; ropriat Jxsmary 2003)

Sea Noies fo the reguest form



ShestNo. .. 8...

Bex No.VI PRIORITY CLAIM

The priarity of the following carlior spplicstion(s) is hereby claimed:

ofcatier oplitation of cartiar spplication el iz
{dayinonihyear) rogicsal spplication:* | intersational application:
.uu’rzw?.: Tegionsd Offics receiviag Office
e (1300672002 0210121.0 GB
item (2)
iton (3)
itent (4)
item (5)

[[] Poxther priority claims arc indicated in the Supplomentsl Box.

The receiving Office i roquested to prepare and trnemit 1o the Intemational Boros a coxtified copy of fhe exxfier spplication(s) fonly
f e earller application vy filed with the Office whick for the purposes of this beiwnotional application ks the recelving Office) idondifiod

showe ax:

B ke [ ben) [0 @ [ seme@ O wm@ O e O omiteibe
. dhe
mn-&#u-;ngo m #mmb Mg..:h ‘ﬁ’chﬂd’

----------------------------------------------------------------------------------------------------------

BexNo.VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Request to wee results of earller search; refercnce to that search (i an exrfer search has been carried ot by or reyuested from the
International Searching Authorify):
Daic (dayinonti/pear) Number Coutry (or regiomal Office)

Bex Na. VIII DECLARATIONS

mmm“mhAmn_mvmmwmmhw Mamber of
chock-baxes below and indicate in the right cobams the mmber of each fype of declaration): doclarations
B BaxNe.viZ® Declaration as 10 the identity of the inventor

[[] Box Ne. VIH (i) Declarstion as to the applicant's entitiernent, as ut the intemations] filing
date, &0 apply for sud be grapted a patent

[ BoxNe. VI (i) Doclaration #3 to fhe spplicast’s putificacnt, a3 at the intenational filing
dste, o claim the priosity of the earlier application

[] BoxNeo. VIIGv) mdmﬂ(nlyhumduhmdﬂn
United States of Americs)

D BnlNo.VIII () Declaration a3 to non-prejudicial disclosures or exceptions to lack of novelly :

Form PCT/RO/101 (third sheat) (Faly 2002; repcint Jeauary 2003) Sea Notes 10 the regwest form



SheatNo. .. 5, ..
‘This international applicetion contaling: This infernatiooal spplicstion is actompanied by the Kilowing Nomber
check-howss below and indicate
® b poper farm, the Sollowing sumber of T;"EL%” n .en.:
m(ll:hdnﬁ calcolation
: 6 2.1 originsl scparate power of sttomey
“"ﬂ 3.{] origioal genecul power of atsorncy
M) : 2| 4.0 mdmﬂmfmmm
l - : B lllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll
shetoact . 1| 0 mmu«rw
drawings - 19 e mM)WIlhﬂnVl- .
T I A ERTCRRRRELIRIOTEO :
ww : 18 +0 m“?.-hd?";-h ................
related thereto : (¥ indications
wﬂd s (] lq:.n: concering doposited micyoorganiam
e e
oee (§) bolow) . O o o ity (Bt o e part of s Bt oppition) :
Totsl number efshests  : To an nm m mh-ﬁhgmﬂ—ﬂhu
®0 ."ﬂ meh mdwmﬂﬁ
® [ sequance Estings @) [ wgstherwith ““uhlﬁmdhmu
@ L1 tabies 10. 0 wblwin himbutaorey foxa related to
@0 -I-healr&r mﬁ—&rdww mh
submitiod for the papases of intemational search under
gg::':“""'l ® Do 8o Bkt o ot e ot of o i
snd samber of earviors (diskotia, a O *Im w(d@i—hi Hmﬁ-‘
5 - 0 Sy e
L.ﬁ:ﬂ.umgum..*_ 11. B other Gipecifi: FORMAATT ... ...cccoccrviemnneeee : 1
Ny 1000, &s right cobunw)
l'lltlﬂhdrl!llﬂ‘llﬂ lmdl"dlll
should scomnpany the sbstract; qq‘dhh-. ENGLISH
BezNe.X SIGNATURE OF AFPLICANT, AGENT OR COMMON REFRESENTATIVE
hhdﬂﬂ'h-“m“dh“hlﬂhm*f—i“tudﬁ

MERCER, Cutstopher Paul

For recelving Office use aaly

1. Deto of actual receipt of the puepocted

. Oumdthofumlmdnbh&h

nmﬂdqmlldln.
4 Dmdlin'i.yﬂ-_nnsr " .‘TI.(;;

S e Y 1SA/ ol B e

For Interastional Burcsm usc only

Dain of recuipt of the recond
by the Ioternafions] Bovea  +

Form FCT/RO/101 (last shoet) (Janmary 2003) ) Sou Notat io the regucst form



PATENT COOPERATION TREATY |74
From the INTERNM‘IONA.I. BUREAU
PCT or
SUBMISSION OR TRANSMITTAL et o

OF PRIORITY DOCUMENT
{PCT Administrative Instructions, Section 411}

Date of malling (day/month/year)
25 June 2003 (25.06.03)

Applicant’s or agent’s file refersnoe
PO30498WO .

intornations! application No.
PCT/GB803/01934

International publication date {day/month/year)
Not yet published

Applicant
CELLTECH R&D LIMITED et al

1. The applicant Is hersby notified of the date of receipt (exospt where the letters "NR™ appear in the right-hand column) by the
intarnstional Bureau of the priority dooumerntis) relating to the esrlier sppliostion(s) indioxted below. Uniess atherwise
Mwanm-mmmw-mdmuwmm-mr in the right-hand ocokamn, the priarity

dooument concsmed was submitted or transmitted to the intemational Bureay in compllances with Rule 17.1{s) or (b).

2. This updates and repiaces any previously issued notification conceming submission or transmittal of priority doouments.

3 An asterisi{®) appearing next to a date of neceipt, in the right-hand column, denctes a priority dooument submitbed
or transmitted to.the intermnetional Bureau but not in complianas with Ruls 17.1(a) or (b. in such & casa, the stention
of the spplioast is disvoied to Rule 17.1(g) which provides that no designated Office may disregard the priority alaim
concemed before giving the applicant an opportunity, upon entry into the national phese, to fumnish the priority document
within a time Smk which Is reasonsbls under the drcumstanoss.

4. The iatiors "NIR" appearing In the right-hand column denota a priority dooument which was not recsived by the intemational
fiureau or which the applicant did not request the recsiving Office to prepare and transmit to the intamnational Bureau,
as pravided by Rule 17.1(a) or (b}, reapectively. in such a case, tha stieniion of the applicast is dirested to Rude 17.7(a) which
provides that no designated Ofos may disregard the priority claim concarned bhefore glving the applicant an opportunity,
mwmmmwmmmmm-wmmammm

drlllmlnm
Prigrhty date Priority apolioation No. Country or reglonal Offios - Data of ecaict
or PCT recelving Offics of priarity doourpent
02 May 2002 {02.05.02) 02101210 GB 13 June 2003 (13.06.03)
The intomssional Buresy of WIPO Authostred officer
34, chemin des Colombetins Guido SANVINCENT1
1211 Geneva 20, Switssrtend
Facsimile No. (41-22) 338.87.40 Telephone No. {41-22) 338 6203

Form PCT/AB/304 (July 1008} oobn2417



7
PATENT COOPERATION TREATY .
T PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Asticle 18 and Rules 43 and 44)

ARDEGENTS or agents fie rolornce 30 Notilcelion of Tranemiial of INSmalionad Search Fioport

FOR FURTHER (Form PCTASA/220) as well as, where appiiceble, lam S below.
PO30498WO _ACTION ]
Inemalional appication No. Temations! fling coie (dayinondvyear] | (Ewiest) Priorily Daie (daymonivyesr)
PCT/GB 03/ 01934 02/05/2003 02/05/2002
Applicant

CELLTECH R&D LIMITED

This Inlemational Gearch Report has boen prepared by this intemational Searching Authoriy and s tranamitied to the applicant
accarding ©© Articia 18. A copy Is being franamittad % tha Inlemationa Bueau.

This inlemaiional Search Report consists of a otalof __ A sheets.
[X] 1teaiso accompaniad by a copy of eech prior art document Giied in this report.

1. Basls of the report
With regard to the language, the Inlemational search onrmied out on the basks of the Inlemational application in the
- mhmulmmmmm:muu::.
D the inlemafional search was caried out an the basis of a iranalation af the intlemationel application fumished I this
Aurthority (Rude 24.1(b)).

b. With regard to any nucieotide and/or amine acid saquence disciosed In 1he Intsmational appliication, the inteamational search
was carmied out on the basis of the saquence Esting :

comained in the intlemational sipplication in written form.

fiad together with e Intemational application in compuiar raadabls fonm.
funished subsequenty to this Authority in writen form.

fumished subsacuenty o this Authorily In computor readbia form.

the statament that the subsequandy fumished witian sequence listing doss nat go beyond the daciosure in the
Tnsmalional applicaion as Tied has besn fumished. ®

the statement that the lnformation recaorded in compuiar readable form le identical to the writian saquence Bsting has been

Cartain cisims were found ynsearchable (See Box ).
* Unity of invention fs (acking (s6e Sox ).

ON M HEHOCM

4. Wi regard © the titls,
[] thewexisapprovedas submiied by the appilcant.
. [E] twextnas been estabiished by this Authorlty 1o read as folows:
ANTIBODIES SPECIFIC FOR HUMAN CD22 AND THEIR THERAPEUTIC AND DIAGHOSTIC USES

5. With regard 10 the sbstract,

[X] e tentis approved as submitted by the spplicant.

D the kaxt has been establishad, according io Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box Bl. The appiicant may,
within one month &om the daie of maliing of this inlomalional search mport, submit commeanis 1© this Authority.

6. Tha figure of the drawings 10 be published with the abstract is Figure No. _—
[[] s sngesed by the spplicant. [X] Noneorme agures.
becaise the applicant falled % sugges: & figre.
[] because tis Agure beiier characterdzes the invention.

Form PCTASA/210 (firet sheet) (July 1998)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT -

PCT/GB 03/01934

0T COTKI6/ 28 ‘CIZNIS/13  CI2N15/85  CI2NS/10  AG1K39/395
AG1K31/7088 A61P35/00

wbmmwmuum_ud—ummm

Minimush docunenistion searched {ciaselficalion sysiem followsd by classEicalion symbols)
IPC 7 COXK

Oocumantation sasrchad othar than mininim documentafion 1o the extent Sl such docsenants ase included in the Seidls ssarchad

Blactionic data base conislied dixing the ilemational asarch {name of data bage and, whes praciical, seerch heytns ussd)
BIOSIS, EMBASE, CHEM-ABS Data, WPI Data, PAJ, EPO-Internal, SEQUENCE SEARCH

C. DOCUMENTS CONSIDERED 1O BE RELEVANT

Category * Gﬂndm-l;m whare appyopriaie, of he miavant pastiges Ralsvant o ciaim Na,

X S. LEUNG ET AL.: “"Construction and 1-45
characterization of a humanized,
internalizing, B-cell (CD22)-specific,
leukemia/1ymphoma antibody, LL2."
MOLECULAR IMMUNOLOGY,

vol. 32, no. 17/18,

December 1995 (1995-12), pages 1413-1427,
XP000942678

Oxford, GB

the whole document .

-1 X WO 96 04925 A (IMMUNOMEDICS, INC.) 1-45
22 Eebruary 1996 (1996-02-22)
cited in the application

!I

examples
claims
-,—
dm Further docamants are Ssted in the continumtion of box C. [ﬂ Pﬂlhﬂul;n-lnqhm
" ] * Specisl calegories of clisd documents : T ttor P
A ot of which 18 ot o priorly dele s nok in confiicl with fhe t
- ""'*“m‘:"""‘ll ot of s avt ched o inderstand the principle or theory underying the
fing date cnot ba conaldeved noval or caymot he considersd o
1 ui.ﬂ_b‘wb Imid-ll-n u‘:‘*’" ievolve an fivantive siap whan e docaneel s talees slone
chiaiion or ather epecial reason (s spaciied) v mu‘w‘um;rm slsp whan the
0 doourant reterring @ an orel disciomurs, use, sxhiblion or documant s combinad with ane or mom olher such doco—
other maans manis, such combinaiion balng obvious io & person sidied
P docunent published prioe o the inemational fMing dute but - et
Tader than the priority cate clalmed “8* document member of the same palent femdly
Dalo of the actual complation of tha international sserch " Dalie of muling of the iskermalional search reparnt
6 November 2003 . 25/11/2003
Name and meling adcivess of the ISA Anthorized oficer
Esropasn Patenl Ofice, P_A. 5818 Patantiuan 2
Tal (+51-70) 2402080, Tx. 31 €51 apo w, :
Fax (+31-70) 0-3016 Nooi], F
Fam PCTABAZ210 (mescrd shast) (hudy 1982)

paae 1 nf 2



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

2

intarmational Appiication No
PCT/GB 03/01934

Catagaory *

Chiwiion of docusrvand, with indicafion where sppropriate, of the slsvant passages.

Ralsvant o clalm Na.

~>ix

WO 01 94585 A (CELLTECH R & D LTD. ET AL.)
lslngcember 2001 (2001-12-13)
claims

WO 92 15683 A (MERCK PATENTGESELLSCHAFT
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Continuation of Box 1.2
Claims Nos.: 1-3,5-11,19,20,30-44 (all partially)

Present claims 1-3, 5-11, 19, 20, 30-44 relate to an extremely large
number of possible antibodies. Support within the meaning of Article-6
PCT and/or disclosure within the meaning of Article 5 PCT 4s to be found,
however, for only a very small proportion of the antibodies claimed. In
the present case, the claims so lack support, and the application so
lacks disclosure, that a meaningful search over the whole of the claimed
scope 1s 1mpossible. Consequently, the search has been carried out for
those parts of the claims which appear to be supported and disclosed,
nasely those parts relating to the antibodies disclosed 1n the examples
of underlying application.

Present claims 19, 20 and 30-44 (all partially) relate to an antibody
defined by reference to a desirable characteristic or property, namely an
improved affinity. The claims cover all antibodies having this
characteristic or property, whereas the application provides support
within the meaning of Article 6 PCT and/or disclosure within the meaning
of Article 5 PCT for only a very limited number of such antibodies. In
‘the present case, the claims so lack support, and the application so
Tacks disclosure, that a meaningful search over the whole of the claimed
scope 1s impossible. Independent of the above reasoning, the claims also
lack clarity (Article 6 PCT). An attempt 1s made to define the antibody
by reference to a result to be achieved. Again, this Tack of clarity in
the present case {s such as to render a weaningful search over the whole
of the claimed scope impossible.

Consequently, the search has been carried out for those parts of the
claims which appear to be clear, supported and disclosed, namely those
parts relating to the antibodies disclosed in the exampies of underlying
application.

The applicant’s attention 1s drawn to the fact that claims, or parts of
claims, relating to inventions in respect of which no international
search report has been established need not be the subject of an
international preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant
1s advised that the EPO policy when acting as an International
Preliminary Examining Authority 1s normally not to carry out a
preliminary examination on matter which has not been searched. This is
the case irrespective of whether or not the claims are amended following
receipt of the search report or during any Chapter II procedure.
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PPRODUCTOS BIOLOGICOS

La presente invencién se relaciona con una molécula de anticuerpo que tiene
especificad para determinantes antigénicos del antigeno de linfocito CD22. La
presente invencion también se relaciona con los usos terapéuticos de la molécula de
anticuerpo y los métodos para producir la molécula de anticuerpo.

En una molécula de anticuerpo natural, existen dos cadenas pesadas y dos
cadenas ligeras. Cada cadena pesada y cada cadena ligera tienen en su extremo N-
terminal un dominio variable. Cada dominio variable estA compuesto de cuatro
regiones de estructura (FR) que alteman con tres regiones que determinan
complementariedad (CDR). Los residuos en los dominios variables son
convencionalmente numerados de acuerdo a un sistema inventado por Kabat ef al.
Este sistema se establece en Kabat et al; en 1987, en Sequences of Proteins of
Immunological Interest, US Departamento of Health and Human Services, NIH, USA
(en los sucesivo “Kabat et al. (supra)”). Este sistema de enumeracion se utillza en la
presents especificacién a excepcién de que se indique otra cosa.

Las designaciones del residuo de Kabat no silempre se comesponden
directamente con la numeracién lineal de los residuos de aminoécido. La secuencia
de aminoécido lineal actual puede contener mas pocos o adicionales aminoé4cidos
que en la numeracion Kabat estricta que cormesponde a un acortamiento de, 0 a una
insercién de, un componente estructural, sea de estructura o CDR, de la estructura
del dominio variable basico. La numeracién Kabat cormrecta de los residuos de puede
determinar para un anticuerpo dado mediante alineamiento de residuos de
homologla en la secuencia del anticuerpo con una secuencia numerada Kabat
“estdndar”.

Los CDR del dominio de variable de cadena pesada estén localizados en los
residuos 31-35 (CDR-H1), residuos 50-85 (CDR-H2) y los residuos 95-102 (CDR-H3)
de acuerdo con la numeracién Kabat.
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Los CDR del dominio variable de cadena ligera estan localizados en los
residuos 24-34 (CDR-L1), los residuos 50-56 (CDR-L2) y los residuos 89-87 (CDR-
L3) de acuerdo a la numeraclén Kabat.

La construccién de los anticuerpos injertados con CDR se describe en la
solicitud de patente europea EP-A-0239400, que describe un proceso en el cual los
CDR de un anticuerpo monoclonal de ratdn son injertados sobre las regiones de
estructura de los dominios variables de una inmunoglobulina humana mediante
mutagénesis dirigida de sitio utilizando oligonucleétidos largos. Los CDR determinan
la especificidad que une el antigeno de los anticuerpos y son secuencias de péptido
relativamente cortas llevadas sobre las regiones de estructura de los dominios
variables.

El primer trabajo en la humanizacién de anticuerpos monocionales mediante
injerto CDR se llevé a cabo en anticuerpos monoclonales que reconocen antigenos
sintéticos, tales como NP. Sin embargo, los ejemplos en los cuales un anticuerpo
monoclonal de ratén que reconoce un lisosoma y un anticuerpo monocional de rata
que reconoce un antigeno sobre células T humanas fueron humanizados mediante
injertos CDR habiendo sido descritas por Verhoeyen et a/. (Science, 239, 1534-1536,
1988) and Rlechmann et al. (Nature, 332, 323-324, 1988), respectivamente.

Riechmann ef al; encontré que la transferencia de los CDR solos (como se
definié por Kabat (Kabat ef al. (supra) Y Wu et al; J. Exp. Med., 132, 211-250, 1970)).
No fue suficiente para suministrar actividad de unién anfigena satisfactoria en el
producto injertado CDR. Se encontrd que un ndmero de residuos de estructura
tenlan que ser alterados de tal forma que elios se cormespondieran con aquellos de la
regiébn de estructura donadora. Los criterios propuestos para seleccionar cuales
residuos de estructura necesitaban ser alterados se describen en la solicitud de
Patente Intemacional No. WO 90/07861.

Un nimero de revistas que discuten los anticuerpos injertados CDR han sido
publicadas, incluyendo Vaughan ef al. (Nature Biotechnology, 16, 535-539, 1988).
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Los linfomas malignos son un grupo diverso de neoplasmas. La mayoria de
los casos ocumen en gente mayor. El linfoma Non-Hodgkins (NHL) es una
enfermedad que habituaimente afecta 200,000 a 250,000 pacientes en Estados
Unidos. Es el segundo céncer con més rapido incremento en los Estados Unidos,
peledndose a un indice de aproximadamente 55,000 nuevos casos por afio. La
incidencla se estd elevando a un Indice que es mayor del debido simplements al
incremento de la edad de la poblacién y ia exposicién a los factores de riesgo
conocidos.

La clasificacion del linfoma es compleja, y ha evoluclonado en las décadas
recientes. En 1994 se introdujo la clasificacidn de linfomas Europec-Americana
revisada (REAL). La clasificacion organiza los linfomas de la célula B (los mas
frecuentemente identificados), célula T y de origen no clasificado en subtipos
acortados. En cada préctica, los grupos de NHL en categorias grado bajo, intermedio
y alto sobre la base de su apariencla histolégica general, refleja ampliamente su
comportamiento clinico.

Los NHL predominantemente afectan los nodos de linfoma pero, en pacientes
Individuales, el tumor puede involucrar otros sitios anatdmicos tales como el higado,
bazo, médula espinal, pulmén, Intestino y piel. La enfermedad cominmente presenta
un agrandamiento de los nodos linfaticos. El linfoma extranodal mas frecuentemente
afecta el intestino, aunque primarlamente el linfoma de virtualmente cada érgano se
ha documentado. Los sintormas sistémicos incluyen fiebre, sudor, cansancio, y

pérdida de peso.

Hasta hace poco, el sistema de etapa Ann Arbor, basado co%pletamente enla . .
extensién anatémica de la enfermedad, era el mayor determlnantg de la terapla NHL.
Esta informacion se puede refinar al incorporar indicadores de pronéstico
adicionales, que incluyen la edad, niveles de sero lactato deshidrogenasa y estados
de desempefio. Alin asl, el conocimiento del sistema de etapas Ann Arbor, con el
subtipo histolégico e Inmunolégico del tumor, es adn el principal determinante del
tratamiento.
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El NHL de bajo grado tiene un curso indolents, con una supervivencia media
de los pacientes de 8 a 10 afios. La supervivencia es poco impactada por la terapla
habitualmente disponible, aunque la imadiaci6n de la enfermedad local y la
quimioterapia para los sintomas sistémicos mejoran la calidad de vida del paciente.
La combinacién de quimioterapia se puede reservar para recaldas de la enfermedad.
La enfermedad intermedia y, especlaimente, la enfermedad de alito grado es
extremadaments agresiva y tiende a diseminarse. La enfermedad de este grado
requiere tratamiento urgente. La radio terapia puede ser un componente Gtil del
tratamiento en pacientes con enfermedad con mucha masa. Muchos regimenes
diferentes de quimioterapia se han empleado, y se puede obtener supervivencia de
largo plazo libre de enfermedad en més de la mitad de los pacientes. La terapla de
alta dosis con soporte de células madre fue introducida inicialmente a los paclentes
con enfermedad recumente o refractaria, pero estd encontrando ahora
crecientemente un lugar en la primera linea de terapia para los pacientes con
enfermedad de bajo riesgo. La tendencia en los afios recientes a una aproximacion
terapéutica recientemente agresiva debe ser balanceada contra la generaimente
mayor edad y debilidad relativa de muchos pacientes con NHL. Y por la necesidad de
hacer coincidir la toxicidad del tratamiento con la prognosis individual de cada
enfermedad del paciente.

Los tratamientos mejorados, que son més efectivos y mejor tolerados, son
necesarios. Los agentes recientemente introducidos incluyen nuevas drogas
citotoxicas, progresivamente incorporadas en combinaciones, y la introduccién de
teraplas basadas en anticuerpos.

El linfoma no Hodgkin comprende un rango de linfomas de célula B. los
antigenos de célula B por lo tanto representan objetivos adecuados para la terapia de
anticuerpos.

El CD22 es una glicoproteina de membrana de 135 kDa que pertenece a una
familia de protelnas que se unen a 4cido sidlico denominadas slaloadesinas. Se
detecta en el citoplasma tempranamente en el desarrollo de las células B, aparece
sobre la superficie celular simultdneamente con el IgD y se encuentra en la mayoria
de las células B maduras. La expresion se incrementa luego de la activacién de la
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célula B. El CD22 se pierde con la diferenciacién terminal y se reporta generalmente
por estar ausente de las células de plasma. Asl, el antigeno intemalisante est4
presente sobre la superficie de las células pre-B y las células B maduras pero no las
células madre o las células de plasma.

Las dos isoformas DC22 existen en el hombre. La forma predominante
(CD22B) contiene siete dominios similares a inmunoglobina (Ig-similar) en la regién
intracelular. Al variante CD22a le falta el dominio 4 similar a Ig y puede tener un
dominio citoplasmético truncado. Los anticuerpos que bloquean la adhesién de CD22
a los monocitos, neutrdfilos, linfocitos y eritrocitos se han mostrado por unirse dentro
del primer o segundo dominio similar a Ig.

El dominio citoplasmaético del CD22 es tirosina fosforilada luego de la ligacién
del receptor de antigeno de célula B y se asocia con LyK, SyK y fosfatidil inositol 3-
quinaza. La funcién del CD22 es submodular el umbral de activacion de la célula B.
Este también puede mediar la adhesion de la célula a través de la Interaccién con
células que lievan los sialoglicoconjugados apropiados.

El CD22 se expresa en la mayoria de (as leucemias y linfomas de célula B,
incluyendo NHL, leucemia linfobléstica aguda (B-ALL), leucemia linfocitica cronica
(B-CLL) y especialmente leucemia no linfocitica aguda (ANLL).

Los anticuerpos monoclonales contra CD22 han sido descritos en la técnica
anterior. La WO 98/41641 describe anticuerpos anti-CD22 recombinantes con
residuos de clstefna en Vy44 y V 100. la WO 86/04825 describe las regiones Vi y Vi
del anticuerpo anti-CD22 LL2. La US 5686072 describe combinaciones de
Inmunotoxinas de anti-CD22 y antl-CD18. La WO 98/42378 describe el uso de
anticuerpos ant-CD22 puros para el tratamiento de las malignidades de célula B.

Un nidmero de terapias basadas en anticuerpo han sido recientements
licenciadas, por ejemplo Rituxan (un yl humano quimérico no marcado (regi6n
+my1V) especifica para CD20), o son ensayos clinicos para esta enfermedad. Estos
confian en la muerte mediada por complemento 0 ADCC de las células por las
células B o el uso de radio niicleos, tales como el *'l o0 ®Y, que tienen problemas de
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de una molécula de anticuerpo para tratar el NHL que puede ser utlizada
efectivamente y producida facilmente y eficientements. Subsiste también Ia
necesidad de una molécula de anticuerpo, que tenga alta afinidad por el CD22 y baja
Inmunogenicidad en humanos. ' '

Resumen de la Invenclién

En un primer aspecto, la presente invencién suministra una molécula de
anticuerpo que tiene especificidad por el CD22 humano, que comprende una cadena
pesada en donde el dominio variable comprende un CDR (como se definié por Kabat
et al., (supra)) que tiene la secuencia dada como H1 en la Figura 1 (ID de Sec. No.:
1) para CDR-H1, como H2 en la figura 1 (ID de Sec. No.: 2) o un H2 del cual se ha
removido el sitio de glicolizacién potencial, 0 un H2 en el cual el residuo de lisina en
la posicién 60 (d acuerdo al sistema de enumeracién Kabat) se ha reemplazado por
un aminoacldo altemativo, 0 un H2 en el cual tanto el sitio de glicolizacién como la
lisina reactiva en la posicion 60 se ha removido con CDR —H2 o como H3 en la figura
1 (ID de Sec. No.:3) para CDR-H3.

La molécula de anticuerpo del primer aspecto de la presents invencidn
comprenden al menos un CDR seleccionado de H1, H2 y H3 (ID de Sec. No.: 1, ID
de Sec. No.: 2 y ID de Sec. No.: 3) para el dominlo variable de cadena pesada.
Preferiblemente, la molécula de anticuerpo comprende al menos dos o més
preferiblemente todos los tres ACDR en el dominio variable de la cadena pesada.

En un segundo aspecto de la presente invencién, se suministra una molécula
de anticuerpo que tiene especificidad por el CD22 humano, que comprende una
cadena ligera en donde el dominio de variable comprende un CDR (como se definié
por Kabat et al., (supra)) que tiene Ia sacuencia dada como L1 en la Figura 1 (ID de
Sec. No.: 4) para CDR-L1, L2 en |a Figura 1 (ID de Sec. No.: 5) para CDR-L.2 0 L3 en
la Figura 1 (ID de Sec. No.: 8) para CDR-L3.

La molécula de anticuerpo del segundo aspecto de la presents invenci6n
comprende al menos un CDR seleccionado de L1, L2 y L3 (ID de Sec. No.: 4); ID de
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Sec. No.: 5 y ID de Sec. No.: 6) para el dominio variable de cadena ligera.
Preferiblemente, la molécula de anticuerpo comprende al menos dos y més
preferiblemente todos los tres CDR en el dominio variable de la cadena ligera.

Las moléculas de anticuerpo del primer y segundo aspectos de la presente
invencién tienen preferiblements una cadena ligera complementaria o una cadena
pesada complementaria, respectivamente.

Preferiblemente, la molécula de anticuerpo del primer o segundo aspecto de la
presente invencién comprende una cadena pesada en donde el dominio de variable
comprende un CDR (como se definié por Kabat et al., (supra)) que tiene la secuencla
dada como H1 en la Figura 1 (ID de Sec. No.: 1) para CDR-H1, o H2 en la Figura 1
(ID de Sec. No.: 2) o un H2 del cual se ha removido el sitio de glicolizaciéon potencial,
o un H2, en el cual el residuo de lisina en la posicién 60 (de acuerdo al sistema de
enumeracién Kavat) se ha reemplazado por un aminoacido alternativo, o un H2 en el
cual tanto el sitio de glicolizacién como la lisina reactiva en la posicién 60 se ha
removido por CDR-H2 o como H3 en la Figura 1 (ID de Sec. No.: 3) para CDR-H3 en
la cadena ligera en donde el dominio de variable comprende un CDR (como se
definié por Kabat et al., (supra)) que tiene la secuencia dada como L1 en la Figura 1
(ID de Sec. No.: 4) por CDR-L1, como L2 en la Figura 1 (ID de Sec. No.: 5) por CDR-
L2 o como L3 en la Figura 1 (ID de Sec. No.: 6) por CDR-L3.

Los CDR dados en la ID de Sec. No.: 1 a 6 y en la Figura 1 mencionada
anteriormente son derivados de un anticuerpo monocional de ratdn 5/44.

Las secuencias completas de los dominios de variable del anticuerpo de ratén
5/44 son mostrados en la figura 2 (cadena ligera) (ID de Sec. No.: 7) y figura 3
(cadena pesada) (ID de Sec. No.: 8). Este anticuerpo de ratdn también se denomina
en lo sucesivo como "el anticuerpo donador” o el "anticuerpo monoclonal de murino®.

Una primer modalidad altemativamente preferida del primer y segundo
aspecto de la presente invenci6n es el anticuerpo monoclonal de rat6n 5/44 que tiene
las decencias de dominio de variable de cadena ligera y pesadas mostradas en la
figura 2 (ID de Sec. No.: 7) y la Figura 3 (ID de Sec. No.: 8), respectivaments. La
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regidn constante de cadena ligera de 5/44 es kappa y la regién constante de cadena
pesada es IgG1.

En una segunda modalidad alternativamente preferida, del anticuerpo de
acuerdo al primero y segundo aspecto de la presente invencién es una molécula de
anticuerpo de rat6n/humano quimérico, denominada aqul como molécula de
anticuerpo quimérico 5/44. La molécula de anticuerpo quimérico comprende los
dominlos de variable del anticuerpo monocional de ratén 5/44 (ID de Sec. No.: 7Y 8)
y ios dominios constantes humanos. Preferiblemente, ia molécula de anticuerpo 5//44
quimérico comprende el dominio C kappa humano (Hleter et al., Cell, 22, 197-207,
1980; nimero de acceso al Genebank J00241) en la cadena ligera y los dominios
gama 4 humanos (Flanagan ef al., Nature, 300, 709-713, 1982) en la cadena pesada,
opcionalmente con el residuo de serina en la posicién 241 reemplazado por un
residuo de prolina.

Preferiblements, el anticuerpo de a presente invencién comprende una cadena
pesada en donde el dominio de variable comprende un CDR-H2 (como se definié por
Kabat ef al., (supra)) como H2' en el cual una secuencia del sitio de glicolizaclén
potencial se ha removido y que inesperadamente incrementd ia afinidad del
anticuerpo 5/44 quimérico para el antigeno CD22 y que preferiblemente tiene con el
CDR-H2 la secuencla dada como.HZ' (ID de Sec. No.: 13).

Altemativamente o adicionalmente, el anticuerpo de la presente Invencién
puede comprender una cadena pesada en donde el dominio de variable comprende
como CDR-H2 (como se definié por Kabat ef al., (supra))un H2' en el cual el residuo
de la posicién 60, que esté localizado en una posicién expuesta dentro del CDR-H2 y
que se considera que tiene el potenclal para reaccionar con los agentes de
conjugacion que dan como resultado una reduccién de la afinidad de unidén del
antigeno, es sustituida por un aminoacido altemativo para dar como resultado una
sustitucién conservada. Preferiblements el CDR-H2 tiene la secuencia dada como
H2" (ID de Sec. No.: 15).

Altemnativa o adicionalments, el anticuerpo de la presente invencién puede
comprander una cadena pesada en donde el dominio de variable comprende como
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CDR-H2 (como se definid por Kabat of al., (supra)) un H2™ en el cual tanto la
secuencia del sitio de glicolizacién potencial y el residuo de lisina en la posicién 60,
son sustituidos por aminoédcidos alterativos. Preferiblemente el COR-H2 tiene la
secuencia dada como H2™ (ID de Sec. No.: 18).

En una tercera modalidad alternativamente preferida, el anticuerpo de acuerdo
a cualquiera del primer y segundo aspecto de la presente invencién es una molécula
de anticuerpo insertado con CDR. El término “una molécula de anticuerpo insertado
con CDR" como se utiliza aqul se refiere a una molécula de anticuerpo en donde la
cadena pesada y/o ligera contiene uno o mas CDR, (Incluyendo, si se desea, un
CDR modificado) de un anticuerpo donador (un anticuerpo monoclonal de murino)
injertado en una estructura de region variable de cadena pesada y/o ligera de un
anticuerpo aceptador (un anticuerpo humano).

Preferiblemente, tal anticuerpo injertado con CDR tiene un dominio de variable
que comprende regiones de estructura aceptadoras humanas asl como también uno
o mas CDR donadores mencionados anteriormente.

Cuando los CDR son injertados, cualquier secuencia de estructura de regién
variable aceptadora apropiada se puede utilizar que tenga relacién con la clase/tipo
del anticuerpo donador del cual se derivan los CDR, incluyendo regiones de
estructura de ratén, primate y humano. Los ejemplos de las estructuras de humano
que se pueden utilizar en la presente invencion son KOL, NEWM, RE|, EU, TUR, TEI,
LAY Y POM (Kabat et al., (supra)). Por elemplo, KOL y NEWM se pueden utilizar
para la cadena pesada, el Rl se puede utllizar para la cadena ligera y el EU, LAY y
POM se pueden utilizar tanto para la cadena pesada como para la cadena ligera.
Altemativamente, se pueden utilizar secuencias de linea germinal humana. La regién
de estructura preferida para la cadena ligera es la secuencia del subgrupo germinal
humano (DPK9+JK1) mostrado en la figura 5 (ID de Sec. No.: 17). La regién de
estructura preferida para cadena pesada es la secuencia del subgrupo humano
(DP7+JH4) mostrado en la figura 6 (ID de Sec. No.: 21).

En un anticuerpo injertado con CDR de la presente Invencién, que prefiere
utilizar como el anticuerpo aceptador uno que tenga cadenas que sean homologas
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con las cadenas del anticuerpo donador. Las cadenas pesada y ligera aceptadora no
necesariamente necesitan ser derivadas del mismo anticuerpo y pueden, si se
desea, comprender cadenas de compuesto que tengan regiones de estructura
derivadas de cadenas diferentes.

También, en un anticuerpo injertado con CDR de la presente invencién, las
regiones de estructura no necesitan exactamente la misma secuencla que aquellas
del anticuerpo aceptador. Por ejemplo, los residuos inusuales se pueden camblar a
residuos de ocumencia més frecuente para aquella clase o tipo de cadena
aceptadora. Alternativamente, loas residuos seleccionados en las regiones de
estructura aceptadora se pueden cambiar de tal forma que ellos comaspondan al
residuo encontrado en la misma posicién en el anticuerpo donador o en un residuo
que sea una sustitucién conservadora para el residuo encontrado en la misma
posicién en el anticuerpo donador. Tales cambios se deben mantener en el minimo
necesario para recuperar la afinidad del anticuerpo donador. Un protocolo para
seleccionar residuos en las regiones de estructuras aceptadoras que pueden
necesitar ser camblados se establece en la WO 91/09967.

Preferiblemente, en la moiécula de anticuerpo injertada con CDR de acuerdo
con la presente invenclén, si la cadena ligera aceptadora tiene la secuencia
DPK9+JK1 del subgrupo humano (mostrado en la Figura 2) (ID de Sec. No.: 17)
entonces las regiones de la estructura aceptadora de la cadena ligera comprenden
residuos de donador en las posiciones 2, 4 37, 38, 45 y 60 y pueden comprender
adicionalmente un residuo donador en la posicidn 13 (de acuerdo al Kabat ef
al.(supra)). -

Preferiblemente, en una molécula de anticuerpo Injertada con CDR de la
presente invencién, sl la cadena pesada aceptadora tlene una secuencla DP7+J4
humana (mostrada en la figura 3) (ID de Sec. No.:21), entonces las regiones de
estructura aceptadora de la cadena pesada comprenden, ademés de uno o més
donadores CDR, los residuos donadores en las posiciones 1, 28, 48, 71 y 83 y
pueden comprender adicionalmente residuos donadores en las posiciones 67 y 69
(de acuerdo a Kabat et al. (supra)).
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Los residuos donadores son residuos provenientes del anticuerpo donador, es
decir, el anticuerpo del cual fueron originaimente derivados los CDR.

Preferiblemente, el anticuerpo de la presente invencién comprende una
cadena pesada en donde el dominio variable comprende como CDR-H2 (como se
definié6 por Kabat et al., (supra)) un H2' en el cual una secuencia de sitio de
glicolizacion potencial se ha removido con el fin de incrementar la afinidad del
anticuerpo 5/44 quimérico para el antigeno CD22 y que preferiblemente tiene como
CDER-H2 la secuencia dada como H2' (ID de Sec. No.: 13).

Altemativamente o adiclonaimente, el anticuerpo de la presente invencion
puede comprender una cadena pesada en donde el dominio variable comprende
como CDR-H2 (como se definid por Kabat et al., (supra)) un H2" en el cual un
residuo de lisina en la posicién 60, que estéd localizada en una posicién expuesta
dentro del CDR-H2 y que se considera que tiene el potencial de reaccionar con los
agentes de conjugacién que dan como resultado la reduccion de la afinidad de unién
del antigeno, es sustituida por un aminoécido altemativo. Preferiblemente el CDR-H2
tiene la secuencia dada como H2" (ID de Sec. No.: 15).

Altemativa o adicionalmente, el anticuerpo de la presente invencién puede
comprender una cadena pesada en donde el dominio variable comprende como
CDR-H2 (como se definid por Kabat et al., (supra)) un H2™ en el cual tanto la
secuencia del slitio de glicolizacién potencial como el residuo de lisina en la posicion
60, son sustituidos por aminoécidos alternativos. Preferiblemente el CDR-H2 tiene la
secuencia dada como H2"™ (ID de Sec. No.: 18).

La molécula de anticuerpo de la presente invencion puede comprender: una
molécula de anticuerpo completa, que tenga unas cadenas pesada y ligera de
longitud completa; una estructura de esta, tal como un Fab, Fab modificado, Fab’
F(ab')z o un fragmento Fv; un monémero o dimero de cadena ligera o cadena
pesada; un anticuerpo de cadena sencilla, por ejemplo un Fv de cadena sencilla en
el cual los dominios de variable de cadena pesada y ligera estén unidos a un ligador
péptido. Similarmente, las regiones variables de cadena pesada y ligera se pueden
combinar con otros dominios de anticuerpo segan sea adecuado.
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La molécula de anticuerpo de la presente invencién puede tener una molécula
efectora 0 una reportera unida a esta. Por ejemplo, esta puede tener un macrociclo,
para quelar un &tomo de metal pesado, 0 una toxina, tal como ricina, unida a esta por
una estructura de puente covalenie. Alitemativamente, los procedimientos de la
tecnologia de ADN recombinante se pueden utiilzar para producir una molécula de
anticuerpo en la cual el fragmento Fc (CH2, CH3 y los dominios de pivoteo), los
dominios CH2 y CH3 o el dominio CH3 de una molécula de Inmunoglobulina
completa se han reemplazado por, 0 se han unido a este mediante enlaces de
péptido, una proteina de no inmunoglobulina funcional, tal como una molécula de
enzima o toxina.

La molécula de anticuerpo de la presente invencién preferiblemente tiene una
afinidad de unién de al menos 0,85x10""® M, més preferiblemente al menos 0,75x10"
19 M y méas preferiblemente al menos 0,5x107'% M.

Preferiblemente la molécula de anticuerpo de la presente Invenclén
comprende el dominio variable de cadena ligera 5/44-gL1 (ID de Sec. No.: 19) y el
dominio de variable de cadena pesada 5/44-gH7 (ID de Sec. No..: 27). Las
secuencias de ios dominios variables de esta cadena pesada y ligera son mostradas
en las figuras 5 y 8, respectivamente.

La presente invencién también se relaciona con variantes de la molécula de
anticuerpo de la presente invencién, que tienen una afinidad mejorada para CD22.
Tales varlantes se pueden obtener mediante un nimero de protocolos de
maduracién de afinidad que incluyen mutar los CDR (Yang ef al; J. Mol. Biol., 254,
382-403, 1995), traqueteo de cadena (Marks ef al., Bio/Technology, 10, 779-783,
1992), el uso de sepas mutadoras de E. Coli (Low et al., J. Mol. Biol., 250, 359-368,
1996), traqueteo de ADN (Patten et al., Curr. Opin. Biotechnol., 8, 724-733, 1997),
despliegue de fago (Thompson ef al., J. Mol. Biol., 256, 77-88, 1986), y PCR sexual
(Cramerl et al., Nature, 391, 288-291, 1998). Vaughan ef al. {supra) discute estos
métodos de maduracién de aflnidad.
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La presente invencidn también suministra una secuencia de ADN que codifica
las cadenas pesada y/o ligera de la molécula de anticuerpo de la presente invencién.

Preferiblemente, la secuencia de ADN codifica la cadena pesada o la ligera de
la molécula de anticuerpo de la presents invencion.

La secuencia de ADN de la presente invencién puede comprender ADN
sintético, por ejemplo producido mediante procesamiento quimico, cADN,, ADN
gendmico y cuaiquier combinacién de aestos.

La presente Invencidn también se relaciona con un vector de clonacién o de
expresion que comprende una 0 méas secuencias de ADN de la presente Invencion.
Preferiblemente, e! vector de clonacién o de expresidon comprenden dos secuencias
de ADN que codifica la cadena ligera y la cadena pesada de la molécula de
anticuerpo de la presente invencién, respectivamente.

Los métodos generales por medio de los cuales son construidos los vectores,
los métodos de transfeccién y los métodos de cultivo son bien conocidos por aquellos
expertos en la técnica. A este respecto, se hace referencia a “Current Protocols In
Molecular Biology”, 1999, F. M. Ausubel (ed), Wiley Intersclence, New York y el
manual Maniatis producido por Cold Spring Harbor Publishing.

Las secuencias de ADN que codifican la molécula de anticuerpo de Ila
presente invencién se pueden obtener mediante un método bien conocido por
aquellos expertos en la técnica. Por ejemplo, las secuencias de ADN que codifican
parte o todas las cadenas pesadas y ligeras de anticuerpo pueden ser sintetizadas
segin se desee de las secuenclas de ADN determinadas o sobre la base de las
comespondientes secuenclas de aminoacido.

La codificaclén de ADN para la secuencla de estructura aceptadora estd
ampliamente disponible para aquelios expertos en la técnica y puede ser ficiimente
sintetizada sobre la base de subsecuencias de aminoacidos conocidas.
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Las técnicas estadndar de biologia molecular se pueden utilizar para preparar
secuencias de ADN que codifican la molécula de anticuerpo de la presente
invencién. Las secuencias de ADN deseadas se pueden sintetizar completamente o
en parte utilizando técnicas de sintesis de oligonucieotido. Las técnicas de reaccién
en cadena de mutagénesis y polimeraza dirigidas a sitio (PCR) se pueden utilizar
segun sea apropiado.

Cualquier sistema de célula/vector huésped adecuado se puede utillzar para la
aexpresion de las secuencias de ADN que codifican la moiécula del anticuerpo de la
presente invencién. Los sistemas bacteriales, por ejemplo E. Coli, y otros sistemas
microblanos se pueden utllizar, en parte para la expresion de los fragmentos de
anticuerpo tales como los fragmentos Fab y F(ab'),, y especialmente los fragmentos
Fv y los fragmentos de anticuerpo de cadena simple por ejemplo, los Fv de cadena
simple. Los sistemas de expresion de célula huésped eucaridtica, por ejemplo,
mamiferos se puede utilizar para la produccién de moléculas He antlcuerpos
mayores, que incluyen moléculas de anticuerpos completas. Las células huésped de
mamiferos adecuadas incluyen CHO, misloma o células de hibridoma.

La presente invencién también suministra un proceso para ia produccién de
una molécula de anticuerpo de acuerdo con la presente Invencién que comprende
cultivar una célula huésped que contiene un vector de la presente invencién bajo
condiciones adecuadas para conducir a la expresion de la proteina de un ADN que
codifica la molécula de anticuerpo de la presente invencién, y aislar la molécula de
anticuerpo.

La molécula de anticuerpo puede comprender solamente un polipéptido de
cadena pesada o ligera, en cuyo caso solamente una secuencia de codificacién de
polipéptido de cadena pesada o cadena ligera necesita ser utilizado para transfectar
las células huésped. Para la produccién de productos que comprenden tanto
cadenas pesada como ligera, la linea celular se puede tranfectar eon dos vectores,
un primer vector que codifica un polipéptido de cadena ligera y un segundo vector
que codifica un polipéptido de cadena pesada. Altemativamente, se puede utlilzar un
vector simple, el vector incluye secuencias que codifican polipéptidos de cadena
ligera y cadena pesada.

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

La presente invencion también suministra un proceso para la preparacién de
una composicién terapéutica o de dlagnostico que comprende mezclar la molécula
de anticuerpo de la presents invencién junto con un exciplente, diluyente o portador
farmacéuticaments aceptable.

La molécula de anticuerpo puede ser el Ingrediente activo solo en la
composicién terapéutica o diagnéstico o se puede acompafiar por otros ingredientes
activos que Incluyen ctros ingredientes de anticuerpo, por ejemplo célula anti-T,
anticuerpos anti-IFNy o anti-LPS, o ingredientes no anticuerpo tal como xantinas.

Las composiciones farmacéuticas preferiblemente comprenden una cantidad
terapéuticamente efectiva del anticuerpo de la invencién. El término “cantidad
terapéuticamente efectiva® como se utiliza aqu! se refiere a una cantidad de un
agente terapéutico necesitado de tratar, mejorar o evitar una enfermedad o condicién
objetivo, o exhibir un efecto terapéutico o preventivo detectable. Para cualquier
anticuerpo, la dosis terapéuticamente efectiva se puede estimar iniclaimente en
ensayos de cultivo de células o en modelos de animal, usuaimente en roedores,
conejos, perros, cerdos o primates. El modelo de animal también se puede utilizar
para determinar el rango de concentracion apropiado y la ruta de administracion. Tal
Informacién se puede utilizar para determinar las dosls y las rutas (itiles para la
administracién en humanos.

La cantidad efectiva precisa para un sujeto humano dependera de la severidad
del estado de la enfermedad, la salud general de! sujeto, la edad, el peso y el género
del sujeto, dieta, tlempo y frecuencla de administracién, combinacién o
combinaciones de droga, sensibilidades de reaccién y tolerancia/respuesta a [a
terapia. Esta cantidad se puede determinar mediante experimentacién de rutina y
esta dentro del juicio del médico. De manera general, una dosis efectiva sera desde
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0,01 mg/kg a 50 mg/kg, preferiblemente 0,1 mg/kg a 20 mg/kg, mas preferiblemente
aproximadamente 15 mg/kg. .

Las composiciones se pueden administrar individuaimente a un paciente o se
pueden administrar en combinacién con otros agentes, drogas u hormonas.

La dosis e la cual la molécula de anticuerpo de la presente invencién se
administra depende d la naturaleza de la condiclén a ser tratada, el grado del linfoma
maligno o leucemia y si ia molécula de anticuerpo estd siendo utilizada
profilécticamente o para tratar una condicién existente.

La frecuencla de la dosis dependerd de la vida media de la molécula de
anticuerpo y la duracién de su efecto. Si la molécula d anticuerpo tlene una vida
media corta (por ejemplo 2 a 10 horas) seré necesario dar una 0 mas dosis por dla.
Altemativamente, si la molécula de anticuerpo tlene una vida media larga (por
ejemplo 2 a 15 dlas) puede ser solo necesario dar una dosis por dla, una vez por
semana o ailn una vez cada uno o dos meses.

Una composicibn farmacédutica también contlene un  portador
farmacéuticaments aceptable para la administracion del anticuerpo. El portador no
debe en sl mismo inducir la produccién de anticuerpos dafiinos al individuo que
recibe la composicién y no debe ser toxica. Los portadores adecuados pueden ser
macromoléculas grandes lentamente metabolizadas tales como proteinas,
polipéptidos, liposomas, polisacaridos, Aacidos polilacticos, acidos poliglicolicos,
amimécldos poliméricos, copolimeros de aminoécido y particulas de virus inactivas.

Las sales farmacéuticamente aceptables se pueden utilizar, por ejemplo sales
de &cido mineral, tales como clorhidratos, bromohidratos, fosfatos y sulfatos, o sales
de acidos organicos, tales como acetatos, propionatos, malonatos, y benzoatos.

Los portadores farmacéuticamente aceptables en composiciones terapéuticas
pueden adicionalments contener liquidos tales como agua, solucién salina, glicerol y
etanol. Adicionalmente, las sustancias auxiliares, tales como los agentes de
humedecimiento o emulsificantes o las sustancias amortiguadoras de Ph, pueden
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estar presentes en tales composiciones. Tales portadores le posibilitan a las
composiciones farmacéuticas ser formuladas como tabletas, pflldoras, grageas,
capsulas, liquidos, geles, melazas, lechadas y suspensiones, para la ingestién por el
paciente.

Las formas preferidas de administracion Incluyen formas adecuadas para
administracién parenteral, por ejemplo, mediante inyeccién o infusién, por ejemplo
mediante inyeccién de bolo o Infusién continua. Cuando el producto es para
inyecciéon e infusién, este puede tomar la forma de una suspension, solucién o
emulsién en un vehliculo aceitoso o0 acuoso y puede contener agentes formulatorios,
tales como agentes de suspensidn, preservaclén, estabilizacion y/o dispersion.
Altemativamente, la molécula de anticuerpo puede ser o estar en forma seca, para
reconstitucion antes del uso con un liquido estéril apropiado.

Una vez formulada, las composiciones de la invencién se pueden administrar
directamente al sujeto. Los sujetos a ser tratados pueden ser animales. Sin embargo,
se prefiere que las composiciones sean adaptadas para administracion a sujetos
humanos.

Las composiciones farmacéuticas de esta invenciébn se pueden administrar
mediante un nimero de rutas que incluyen, pero no estan limitadas a, rutas orales,
intravenosas, inframusculares, intra-arteriales, intramedulares, intratecales,
intraventriculares, transdérmicas, transcuténeas (por ejemplo, ver wo 08/20734),
subcutineas, Intraperitoneales, intranasales, entéricas, tdpicas, sublinguales,
intravaginales o rectales. Los hipo rociadores también se pueden utilizar para
administrar |las composiciones farmacéuticas de la invencién. Tipicamente, la
composicién terapéutica se puede preparar como inyectables, bien sea en soluciones
o suspensiones liquidas. Las formas sdlidas adecuadas para solucidn en, o
suspensiodn en, vehiculos liquidos antes de la Inyeccién también se pueden preparar.

El suministro directo de las composiciones generaimente se logrard mediante
la inyecclén, subcutdneamente, intraperitonealmente, Intravenosamente o
intramuscularmente, o suministrada al espacio intersticial de un tejido. Las
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composiciones también se pueden administrar en una lesién. El tratamiento de dosis
puede ser un programa de dosis simple o un programa de dosis multiple.

Se apreclara que el ingrediente activo en la composicién serd una molécula de
anticuerpo. Como tal, este serd susceptible de degradaclén en el tracto
gastrointestinal. Asl, si la composicién va a ser administrada mediante una ruta que
utiliza el tracto gastrointestinal, la composicién necesitard contener agentes que
protejan el anticuerpo de la degradacién pero que liberen e anticuerpo una vez se ha
absorbido por el tracto gastrointestinal.

Una discusién completa de los portadores farmacéuticamente aceptables se
encuentra disponible en Remington Pharmaceutical Science (Mack Publishing
Company, N. J. 1981).

También se prevé que el anticuerpo de la presente invencién se administrard
mediante el uso de una terapla génica. Con el fin de lograr esto, las secuencias de
ADN que codifican las cadenas pesada y ligera de la molécula de anticuerpo bajo el
control de los componentes de ADN apropiados son introducidos dentro del paciente
de tal forma que las cadenas de anticuerpo son expresadas de las secuencias de
ADN y ensambladas in situ.

La presente invencién también suministra la molécula del anticuerpo de la
presente invencion para uso en el tratamiento de una enfermedad mediada por
células que expresan CD22.

La presente invencidén suministra ademas el uso de la molécula de anticuerpo
de acuerdo con la presente invencion en la elaboracién de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad mediada por células que expresan CD22.

La molécula de anticuerpo de la presente invencidn se puede utilizar en
cualiquier terapla donde se desee reducir los niveles de células que expresan CD22
que estdn presentes en el cuerpo humano o animal. Estas células que expresan
CD22 pueden ser circulantes en e cuerpo estin presentes en unos niveles
indeseablemente altos localizados en un sitio particular del cuerpo. Por ejemplo,
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posniveles elevados de células que expresan CD22 estarén presentes en linfomas
de células B y leucemia. La molécula de anticuerpo de la presente invencién se
puede utllizar en la terapia de enfermedades mediadas por células que expresan
CD22.

La molécula de anticuerpo de la presente invencidn es preferiblemente
utilizada para el tratamlento de linfomas malignos y leucemias, mas preferiblemente
NHL.

La presente invencibn también suministra un método para tratar sujetos
humanos o animales que sufren o tienen riesgo de un desorden mediado por células
que expresan CD22, el método comprende administrar al sujeto una cantidad
efectiva de la molécula de anticuerpo de la presente invencion.

La molécula de anticuerpo de la presente invencién tamblén se puede utilizar
en diagndstico, por ejemplo el diagnéstico in vivo y las imagenes de estado de
enfermedad que involucran células que expresan CD22.

La presente invencién es adicionalmente descrita por via solo de ilustracion en
los siguientes elemplos, que se refieren a las figuras que la acompafian, en las
cuales:

La figura 1 muestra la secuencia de aminoacido de los CDR del
anticuerpo monocional del ratén 5/44 (ID de Sec. No.: 1 A 6);

La figura 2 muesira la secuencia completa del dominlo variable de cadena
ligera del anticuerpo monocional del ratbn 5/44;

La figura 3 muestra la secuencla completa del dominio variable de cadena
pesada del anticuerpo monocional del ratén 5/44;

La figura 4 muestra la estrategia para la remocién del sitio de glicollzacién y la
lisina reactiva en CDR-H2;
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La figura 5 muestra el disefio de Injerto para la secuencia de cadena ligera
5/44;

La figura 6 muestra el disefio de injerto para la secuencia de cadena pesada
5/44; '

La figura 7 muestra los vectores pMRR14 y pMRR10.1;

La figura 8 muestra unos resultados de ensayo Biacore de los mutantes 5/44
qQuiméricos;

La figura 9 muestra los oligonucledtidos para los ensamblajes de gen gH1 y
gL1 5/44;

La figura 10 muestra los vectores intermedios pCR2.1 (544gH1) y pCR2,1
(544gL1),

La figura 11 muestra los casseites de oligonucleétidos utilizados para hacer
injertos adicionales;

La figura 12 muestra el ensayo de competicién entre anticuerpos 5/44 de ratn
fluorescentemente marcado y las variantes injertadas; y

La figura 13 muestra la secuencia de ADN y de proteinas completas de las
cadenas pesada y ligera injertadas.

Descripcién Detallada de la Invenclién

Elemplo 1: Generaclén de anticuerpos candidatos

Un panel de anticuerpos contra CD22 fueron seleccionados de hibridomas que
utiizan los siguientes criterios de selecclén: unibn a células Daudi,
internacionalizacién sobre células Daudi, unién a células mononucleares de sangre
periférica (PBMC), intemacionalizacién de PBMC, afinidad (mayor de 10® M), y1 de
raton e Indice de produccién. El 5/44 fue seleccionado como el anticuerpo preferido.
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Elemplo 2: Clonaclén de Gen y Expresién de una Molécula de Anticuerpo 5/44
Quimérica.

Preparacién de las Células de Hibridoma 5/44 y Preparacién de ARN de este

El hibidoma 5/44 fue generado mediante tecnologia de hibridoma
convencional luego de la inmunizacién de ratones con proteinas CD22 de humano.
El ARN se prepard de céiulas de hibridoma 5/44 utilizando un kit RNEasy (Qiagen,
Crawley, UK; Catalogo No. 74108). El ARN obtenido fue transcrito inverso al cADN,
como se describe adelante.

Distribucién de CD22 Sobre Tumores NHL.

Un estudio de inmunohistoquimica fue tomado para examinar la incidencia y
distribucién del tefiido utilizando los anticuerpos monocionales anti-CD22 5/44. Se
incluyeron anticuerpos anti-CD20 y anti-CD79a de control en el estudio para
confirmar las areas de de las células B de los tumores.

Un total de 50 tumores fueron estudiados y estos fueron categorizados como
sigue al utilizar la formulacion de trabajo y los sistemas de claslificacion REAL:

« 7 leucemia/linfoma linfoblastico B (Alto/l)

» 4 linfoma linfocitico B-CLL/pequefio (Bajd/A)

« 3 inmunocitoma linfoplasmacitoide (Bajo/A)

» 1 célula mantie (Int/F)

* 14 linfomas del centro de foliculo (Bajo a Int/D)

» 13 linfoma de célula grande difuso (Int a Alto/G, H)
* 8 no clasificables (K)

«2linfomasde célula T

40 linfomas de célula B fueron positivos para el antigeno CD22 con el
anticuerpo 5/44 a 0,1 pg/ml y 6 adicionales se volvieron positivos cuando la
concentracion se incrementd a 0,5 ug/ml. Para los restantes 2 tumores de célula B
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que fueron negativos a 0.1 yg/ml, hubo insuficlente tejido restante para ensayar a
mayor concentracién. Sin embargo, el ensayo paralelo con otro anticuerpo antl-CD22
Celitech 6/13, que dio mayor teflido que el 5/44, result6 en todos los 48 linfomas de
células B tifiendo positivo para CD22.

Asl, es posible concluir que el antigeno de CD22 esta ampliamente expresado
en los linfomas de célula B y suministra asl un objetivo adecuado para la
inmunoterapia en NHL.

Clonacién PCRde Vy 5/44 y V...

Las secuencias de cADN que codifican para los dominios de variable de las
cadenas pesada y ligera 5/44 fueron sintetizadas utilizando transcriptasa Inversa
para producir copias de cADN de hebra simple del mMARN presente en el ARN total.
Este fue entonces utilizado como un molde para la amplificaclén de las secuencias
de reglén de de murino utilizando iniciadores de oligonuclectido especificos mediante
la reaccidn de cadena de polimeraza (PCR).

a) Sintesls de cADN

El cADN fue sintetizado en un volumen de reaccion de 20 yl que contiene los
sigulentes reactivos: 50mM de Tris-HCL pH 8.3, 75 mM de KCL, 10 mM de ditlotreitol
3 mM de MgCL2, 0,5 mM de cada deoxiribonucleosido frisfosfato, 20 unidades de
RANSsin 75 ng de Iniciador de hexanucleotiio aleatorio, 2 uyg de ARN 5/44 y 200
unidades de transcriptasa inversa de virus de leucemia de Murino Moloney. Después
de la Incubacién a 42°C durante 60 minutos, la reaccién se terminé al calentar a 95°C
durante 5 minutos.

b) PCR

Las alicotas del cADN fueron sometidas a PCR utilizando combinaciones de
inicladores especlficos para las cadenas pesada y ligera. Grupos de iniciadores
degenerados designados para recombinar hebras con secuencias conservadas del
péptido de de sefial fueron utilizadas como iniciadores adelantados. Estas
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secuencias contendran todas como en orden, un sitio de restriccion (V, Sful; Vy
Hindi) Iniclando 7 nucleétidos desde su extremo %', la secuencia GCCGCCACC (ID
de Sec. No.: §0), para pemmitir la traduccién 6ptima de los mARN resultants, un
codon de iniciacién y 20-30 nucleétidos basados en las secuencias de péptido lider
de los anticuerpos de ratén conocidos (Kabat et al; Sequences of proteins of
immunological interest, 5th Edition, 1991, U. S. Departament of Health and Human
Services, Public Health Service, National Institutes of Health).

Los inicladores 3' son designados para abrazar la unién 4 J-C de la estructura
del anticuerpo y contener un sitio de restriccién para la enzima BsiWI| para facilitar la
clonacién del fragmento PCR V. Los inicladores 3' de cadena pesada son una
mezcla diseflada para abrazar la Unién J-C del anticuerpo. El Iniciador 3' incluye un
sitlo de restriccién Apal para facilitar la clonacién. La regién 3' de los iniciadores
contiene una secuencia mezclada basada en aquellas encontradas en anticuerpos
de ratdn conocidos (Kabat et al/, 1991, supra).

Las combinaciones de los iniciadores descritos anteriorments le posibilitan a
los productos PCR para V y VI ser clonados directamente en un vector de expresion
apropiado (ver adelante) para producir cadenas pesada y ligera quiméricas (ratdn-
humano) y para estos genes ser expresados en células de mamifero para producir
anticuerpos quimeéricos del Isotipo deseado.

Las incubaciones (100 ul) para los PCR fueron configuradas como sigue.
Cada reacclén contenla 10 mM de Tris-CHL Ph 8.3, 1.5 mM de MgC12, 50 mM de
KCL, 0.01% p/v de gelatina, 0,25 mM de cada deoxiribonucleosido trifosfato, 10
pmoles de mezcla del iniciador 5°, 10 pmoles de iniciador 3', 1 pl de cADN y una
unidad de polimeraza Taq. Las reacciones fueron incubadas a 95°C durante 5
minutos y luego cicladas a través de 94°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto y
72°C durante 1 minuto. Después de 30 ciclos, las allcuotas de cada reaccién fueron
analizadas mediante electroforesis sobre un gel de agarosa.

Para la reglén V de cadena pesada,, el producto de ADN ampiificado se
obtuvo solamente cuando el primer grupo que recombina hebras dentro del inicio de
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la estructura 1 resmplazo el grupo Iniciador del péptido de sefial. Los fragmentos
fueron clonados en vectores de secuenclacidn de ADN. La secuencia de ADN se
determind se tradujo para dar una secuencla de aminodcido deducida. Esta
secuencia deducida se verificd mediante la eferencia con la secuencia de protaina N-
terminal determinada experimentaimente. Las Figuras 2 y 3 muestran la secuencia
de ADN/protelna de las regiones V de cadena ligera y pesada del 5/44 monocional
de ratdn respectivamente.

c) Clonacién Molecular de los Fragmentos PCR

La secuencia de la regién V de murino fueron entonces clonadas en los
vectores de expresién pMRR10.1 y pMRR14 (Figura 7). Estos son vectorea para la
expresion de cadena ligera y pesada respectivamente que contiene ADN que codifica
regiones constantes de cadena ligera capa de humano y cadena pesada gama-4 de
humano. La regién V. fue subclonada en el vector de expresién mediante digestion
de restricciéon y ligado del vector de secuenciacion, utilizando sitios de restriccion
SFUL y BsiWI, creando plasmado Pmm10(544¢l). El ADN de cadena pesada se
amplificd mediante PCR utilizando un iniciador 5°para inducir un péptido de sefial, en
razdn a que este no fue obtaenido en la estrategia de clonacién-fue empleado un lider
anticuerpo de cadena pesada de ratdn de un hibridoma Intemo diferente
(denominado 162). El iniclador 5' tenla las siguientes secuenclas:

GCGCGCAAGCTTGCCGCCACCATGGACTTCGGATTCTCTCTCGTGTTCCTGGCA
CTCATTCTCAAGGGAGTGCAGTGTGAGGTGCAGCTCGTCGAGTCTGG* (ID de
Sec. No.: 51).

El iniciador inverso se identificé como aquel utilizado en la clonacién de gen Vi
original. El pfoducto PCR resultante se digiri® con enzimas Hindill y Apal, fue
subclonado, y su secuencia de ADN se confimd, quedando el plasmado
pMRR14(544cH). La cotransfaccion transitoria de ambos vectores de expresidn en el
anticuerpo ¢5/44 quimérico generado por células CHO. Esto se logrd utilizando un
reactivo Lipofectamine de acuerdo con los protocolos del fabricante (In Vitrogen: Life
Technology, Groningen, The Netherlands. Catalogo no. 11868-027).
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Remoclién del Sitio de Glicolizacién y la Lisina Reactiva

Se observd una secuencia de sitio de glicollzaclén ligada a N potencial en
CDR-H2, que tiene la secuencia de aminoécido N-Y-T (Figura 3). El SDS-PAGE, la
transferencia de Westemn y el teflido de carbohidrato de geles de 5/44 y sus
fragmentos (incluyendo Fab) indicaron que este sitio era de hecho glicolizado (no
mostrado). Ademés, un residuo de lisina se observé en una posicién expuesta dentro
del CDR-H2, que tenla el potencial de reducir la afinidad de unién del anticuerpo al
suministrar un sitio adicional para la conjugacion con un agente con el cual el
anticuerpo podia ser conjugado. '

Una estrategia PCR se utiliz6 para introducir sustituciones de aminoécido en la
secuencia de CDR-H2 en un Intento por remover el sitio de glicolizacién y/o la lisina
reactiva como se mostrd en la figura 4. Los iniciadores de adelanto que codifican las
mutaclones N55Q, T57A o T57V fueron utilizados para remover el sitio de
glicolizacién (Figura 4) y un cuarto iniciador de adelanto que contenla la sustitucion
KBOR, se generd para remover el residuo de lisina reactivo (Figura 4). Un iniciador
inverso 4 de estructura se utilizd en cada una de estas amplificaciones PCR. Los
productos PCR fueron digeridos con las enzimas xBAi Y Apa1 y fueron insertados en
ol pMRR14(544cH) (también clivado con Xbal y Apal) para generar plasmados de
expresién que codifican estos mutantes. Las mutaclones N55Q, TS57A y TS7V
axtiparon el sitio de glicolizacion al cambiar la secuencla de amino4cido del
consenso N-X-T/S mientras la mutacién KBOR reemplaza la lisina potenciaimente
reactiva con arginina de residuo cargada de manera similar positvaments. Los
plasmados variantes cH resultantes fueron co-transfectados con el plasmido cl. para
generar variantes de anticuerpo quimérico expresados.

Evaluacion de las Actividades de los Genes Quiméricos

Las actividades de los genes quiméricos fueron evaluadas luego de
transfeccion transitoria en células CHO.

¢) Determinacién de las Constantes de Afinidad medlante BlaCore
Anilisls.
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Las afinidades de 5/44 quimérico o subvariantes, que hablan tenido su sitio de
glicolizacién o su lisina reactiva removida, fueron ingeridas utilizando tecnologia BIA
para unirse a las construcciones CD22-mFc. Los resultados son mostrados en la
figura 8. Todas las mediciones de unién fueron desarrolladas en un instrumento
BlAcore™ 2000 (Fharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia). El ensayo fue
desarrollado a! capturar el CD22mFc por via del anti ratdén Fc inmovillzado. El
anticuerpo estuvo en fase soluble. Las muestras, estandar y controles (50ul) fueron
inyectadas sobre Fc de anti-ratén Inmovilizado luego seguido por anticuerpo en fase
soluble. Después de cada ciclo la superficie se regenerd con 50ul de 40mM de HCL
a 30ul/min. El andlisis cinético se desarrolld utilizando el soporte I6gico BlAevaluation
3.1 (Farmacla).

La remocién del sitio de glicolizacidn en la construccidon T57A dio como
resultado una proporcién ligeramente més répida y una significativamente inferior
desproporcién, comparada con el 5/44 quimérico, dando una mejora de aflinidad de
aproximadamente 5 veces. La mutaclén N55Q no tuvo efecto en la afinidad. Este
resultado fue inesperado en razén a que sugiere que la remocion del carbohidrato
mismo aparentemente no tiene efecto sobre la unién (como con el cambio N55Q). La
afinidad mejorada se observd solamente con el cambio TS7A. Una explicacién
posible es que, sin importar la presencia del carbohidrato, la treonina en la posicion
57 ejerce un efecto negativo en la unién que es removida sobre la conversién de la
freonina a alanina. La hipétesis de que el tamafio pequefio de la alanina es
importants, y que el efecto negativo de la treonina esta relacionado con su tamafio,
esta soportado en el resultado obtenido utillzando la mutacién 357V: ese reemplazo
con valina en la posicién 57 no es benéfico (resultados no mostrados).

La remocién de la lisina por la mutacién KB0R tenla un efecto neutral sobre la
afinidad, es decir la introduccién de la arginina remueve un sitio reactivo potenclal sin
comprometer la afinidad.

Las mutaclones para la remocién del sitio de glicollzacién y la remocion de la
lisina reactiva fueron por lo tanto ambas incluldas en el disefio de humanizacién.
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Elemplo 2: Injerto CDR de 5/44

La clonacién molecular de genes para las regiones variables de cadenas
pesada y ligera de anticuerpo 5/44 y su uso para producir anticuerpos quiméricos
(ratdbn/humano) 5/44 hablan sido descritas anteriormente. La secuencia de
nucledtidos y aminoacido de los dominios V. y V4 del 5/44 de ratdn son mostrados en
las Figuras 2 y 3 (ID de Sec. No.: 7 y 8), respectivamente. Este ejemplo describe un
Injerto de CDR del anticuerpo 5/44 sobre estructuras humanas para reduclr la
inmunogenicidad potencial en humanos, de acuerdo con el método de Adair et al.,
(W091/09967).

Injerto CDR de Cadena Ligera de 5/44

El alineamiento de la secuencia de proteina con las secuencias de consenso
de la regién V de cadena ligera kappa subgrupo 1 de humanos indicé 64% de
identidad. Consecuentemente, para construlr la cadena ligera injertada con CDR, las
regiones de estructura aceptadora escogidas comespondian a aquellas de la
sacuencia 012, DPKB de la linea germinal del subgrupo 1 VK de humano. La
secuencia aceptadora de la estructura 4 se derivd de la secuencla de linea germinal
de regién J de humano JK1.

Una comparacién de las secuenclas de aminoacido de las regiones de
estructura del 5/44 de murino y la secuencia aceptadora es dada en la Figura 5 y
muestra que existen 27 diferencias entre las cadenas donadora y aceptadora. En
cada posiclon se hizo el anélisis del potenclal del residuo de murino para contribuir a
la unién del antigeno, directa o indirectamente, a través de los efectos sobre el
empaque o en la interfase de V/V,. ST un residuo de murino se considerd importante
y suficientemente diferente del residuo de humano en téminos de tamafio, la
polaridad y la carga, entonces fue retenido aquel residuo de murino. Con base en
este andlisis, dos versiones de la cadena ligera injertada con CDR, que tiene las
secuencias dadas en la ID de Sec. No.: 19 y la ID de Sec. No.: 20 (Figura 5), fueron
construidas.

injerto de CDR de Cadena Pesada de 5/44
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El injerto de CDR de la cadena pesada de 5/44 se logrd utilizando la misma
estrategia que se describié para la cadena ligera. El dominio V de la cadena pesada
de 5/44 se encontrd que era homéloga a las cadenas pesadas humanas que
pertenecian al subgrupo | (70% de identidad de secuencia) y por lo tanto la
secuencia de la estructura VHI-3, DP7 de la linea germinal del subgrupo 1 de
humano se utilizd6 como una estructura aceptadora. Las secuencias del aceptador de
la estructura 4 fueron derivadas de la secuencia JH4 de la linea germinal de la regién
J de humano.

Una comparacién de la cadena pesada de 5/44 con las regiones de estructura
86 muestra en la figura 6 donde se puede ver que la cadena pesada de 5/44 difiere
de la secuencla aceptadora en 22 posiciones. El andlisis de la contribucién que
cualquiera de estas podria hacerle a la unién del antigeno le permitié a 5 versiones
de las cadenas pesadas injertadas con CDR ser construidas, teniendo las
secuencias dadas en la ID de Sec. No.: 23, ID de Sec. No.: 24, ID de Sec. No.: 25, ID
de Sec. No.: 26 y ID de Sec. No.: 27 {Figura 6).

Construcclién de los Genes para Secuenclas Injertadas

Los genes fueron diseflados para codificar las secuencias injertadas gH1 Y
gL1, y unas series de oligonucledtidos traslapantes fueron disefiados y construidos
(Figura 9). Una técnica de montaje PCR se empled para construir los genes de
region V Injertados con CDR. Los volimenes de reaccién de 100 ul fueron
configurados conteniendo 10 mM de Tris-HCL Ph 8.3, 1.5 mM de MgCI2, 50 mM de
KCL. 0,001% de gelatina, 0,25 mM de cada deoxiribonucleosido trifosfato, 1 pmol de
cada uno de los inicladores “intemno” (T1, T2, T3, B1, B2, B3), 10 pmol de cada uno
de los iniciadores "exteno® (F1, R1), y una unidad de polimeraza Taq (AmpliTaq,
Applied BioSystems, Catalogo no. N808-0171). Los pardmetros del ciclo PCR fueron
94°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto y 72°C durante 1 minuto, durante 30
ciclos. Los productos de reaccién fueron entonces procesados sobre un gel de
agarosa a 1.5%, excisionados y recubiertos utilizando columnas de giro QIAGEN
(QlAquick gel extraction kit, cat no. 28708). El ADN fue eluado en un volumen de 30
ul. Las allcuotas (1 uL) el gH1 y el ADN gL1 fueron entonces clonadas en el vector
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pCR2.1 TOPO de clonacién TOPO TA In Vitrogen (catalogo no. K4500-01) de
acuerdo a las Instrucciones del fabricante. Este vector de expresion sirvié como un
intermedio de clonacién para facllitar la secuenclacién de un gran ndmero de clones.
La secuenciacién del ADN utilizando iniciadores especificos de vector fueron
utilizadas para identificar los clones correctos que contenian gH1 y Gl1, creando
plasmados pCR2.1 (544gH1) y pCR2.1 (544gL 1) (Figura 10).

Un método de reemplazo de cassette de oligonuciedtidos se utiliz6 para crear
los injertos humanizados gH4, 5,6 y 7, y gL.2. La Figura 11 muestra el disefio de ios
cassettes de oligonucleotido. Para construlr cada variante, el vector (pCR2.1
(544gH1) o pCR2.1 (544gL1)) se cortd con las enzimas de restriccion mostradas
(Xmal/Sacl! para la cadena pesada, Xmal/BstEll para la cadena ligera). El fragmento
del vector grande fue gel purificada de agarosa y luego utilizada en la ligacién con el
cagsette de oligonucleotido. Estos casseites estdn compuesios de dos
oligonucleétidos complementarios (mostrados en la Figura 11), mezclados a una
concentracién de 0,5 pmoles/ul en un volumen de 200 pl 12,5 mM de tris-HCL Ph
7.5, 2.5 mM de MgClz, 25 mM de NaCl, 0.25 mM ditioeritritol. La recombinacién de
hebras se logré al calentar a 85°C durante 3 minutos en un bafio de agua (volumen
500 ml) luego permitiendo que la reaccién se enfriara lentamente hasta temperatura
ambiente de cuarto. El cassette de oligonuclectido con recombinado de hebra fue
entonces diluido 10 vece en agua antes de la ligacién en el vector apropiadamente
cortado. La secuenciacién de ADN se utiliz6 para confirar la secuencia comrecta,
creando plasmados PCR.1 (5/44-gH4-7) y pCR2.1 (5/44-gL2). Las secuencias
injertadas verificadas fueron entonces subclonadas en los vectores de expresién
pPMRR14 (cadena pesada) y pMRR10.1 (cadena ligera).

La Actividad de Unién del CD22 de las Secuencias Injertadas con CDR.

Los vectores que codifican las variantes injertadas fueron cotransfectadas en
células CHO en una variedad de combinaclones, junto con las cadenas de anticuerpo
quimérico original. La actividad de unidn se comparé en un ensayo de competicion,
compitiendo la unién del anticuerpo 5/44 de ratdn original por la unién a células
Ramos (obtenidas del ATCC, una linea celular humana de linfoblasto de linfoma
Burkitt que expresa CD22 en la superficle). Este ensayo se consideré la mejor
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manera de comparar los Injertos en su capacidad por unirse a la superficie celular
CD22. Los resultados son mostrados enla figura 8. Como se puede ver, axiste muy
poca diferencia entre cualquiera de los injertos, todos desempefidandose més
efectivamente que el quimérico en competicién contra el pariente de murino. La
introduccién de los tres residuos humanos adiclonales en el extremo CDR-H3 (gH5 y
gH7) no parece afectar la unién.

La combinacién del injerto con el menor nimero de residuos de murino se
selecciond, gL 1gH?7. El injerto de cadena ligera gL 1 tiene 6 residuos donadores. Los
residuos V2,V4, L37 y Q45 son residuos de empaque potenciaimente importantes. El
regsiduo H38 esta en la interfase Vw/V.. El residuo D60 es un residuo de superficie
cercano al CDR-L2 y puede contribuir directamente a la unidn del antigeno. De estos
residuos, el V2, L37, Q45 y D60 son encontrados en la secuencia de liga germinal de
los genes de kappa humanos de otros subgrupos. El injerto de cadena pesada gH7
tiene 4 residucs de estructura donadora (residuo R28 se considera como parte del
CDR-H1 bajo la definicién estructural utilizada en el Injerto CDR (se Adair et al (1891
WO91/09987)). Los residuos E1 y A71 son residuos de superficie cercanos a los
CDR. El residuo 148 es un residuo de empaque potenclal. El residuo T93 estd
presente en la interfase de V/V_. De estos residuos, el E1 y el A71 se encuentran en
otros genes de linea gemminal del subgrupo 1 de humano. El residuo 148 se
encuentra en un subgrupo 4 de linea germinal de humano, y el T73 se ancuentra en
el subgrupo 3 de linea germinal de humano.

El ADN completo y la secuencia de proteina tanto de cadena ligera como de
cadena pesada, incluyendo la posicibn aproximada de los intrones dentro de los
genes de regién constante suministrados por los vectores, son mostrados en la figura
13 y son dados en ID de Sec. No.: 28 y ID de Sec. No.: 28 respectivaments para la
cadena ligera y ID de Sec. No.: 31 y ID de Sec. No.: 30 respectivamente para la
cadena pesada.

El ADN que codlifica estos genas de cadena ligera y pesada fue extralido de
estos vectores. El ADN de cadena pesada fue digerido en el sitio Hindlll 5’ luego fue
tratado con el fragmento Klenow de polimeraza | de ADN de E. Coli para crear un
extremo embotado 5'. El clivaje en el sitic EcoR1 3’ dio como resultado el fragmento
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de cadena pesada que fue purificado de los geles de agarosa. De la misma manera,
el fragmento de cadena ligera fue producido, embotado en el sitio Sful 5' y con un
sitio EcoR1 3'. Ambos fragmentos fueron clonados en vectores de expresion basados
en DHFR y utilizados para generar lineas de célula estables en células CHO.
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REIVINDICACIONES

Una molécula de anticuerpo que tiene especificidad para CD22 de
humano, que comprende una caggggwa-en‘ donde el dominio de
variable comprende un CDR: que ﬂen@ a de las secuenclas
dadas como H1 en la Figura 1 (ID de Sec. No.: 1) para CDR-H1, como
H2 en la Figura 1 (ID de Sec."No.: 2) o H?' (ID de Sec. No.: 13)o H2" (ID
de Sec. No.: 15) o H2™ (SEQ IS NO: 16) para CDR-H2 0 como H3 en la
Figura 1 (ID de Sec. No.: 3) para CDR-H3.

Una molécula de anticuerpo que tiene especificidad para CD22 de
humano, que comprende una cade en donde el dominia variable
comprende un CDR que tlene@n_g!ps _u?m%’e las secuencias dadas
como L1 en la Figura 1 (ID de Sec. No.: 4) para CDR-L1 como L2 en la
Figura 1 (ID de Sec. No.: 5) para CDR-L2 como L3 en la Figura 1 (ID de
Sec. No.: 6) para CDR-L3.

La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2 que -
comprende una cade sada en donde el dominio variable comprende
un CDR que tiene al"%una de las secuencias dadas en el ID de I
Sec. No.: 1 para DRT-F1,ID de -..S.E No..20ID d_e Sec. No.: 30D de
Sec. No.: 15 0 ID de Sec. No.: 16 para CDR-H2 o ID de Sec. No.: 3 para
CDR-H3 y una cadena ligera en donde el dominio variable comprende un
CDR que tiene al menos una de las secuencias dadas en el ID de Sec.
No.: 4 para CDR-L1, ID de Sec. No.: 5 para CDR-L2 o'ID de Sec. No.: 8
para CDR-L3.

La molécula de anticuerpo de la relvindicacién 3, que comprende ID de
Sec. No.: 1 para CDR-H1, ID de Sec. No.: 2 o ID de Sec. No.; 13 0 ID de
Sec. No.: 15 0 ID de Sec. No.: 16 para CDR-H2, ID de Sec. No.: 3 para
CDR-H3, ID de Sec. No.: 4 para CDR-L1, ID de Sec. No.: 5 para CDRL2
y ID de Sec. No.: 6 para CDR-L3.
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La molécula de anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
que es una molécula de anticuerpo Irjjertada con CDR®

(6./ La molécula de anticuerpo de la reivindicaclén 5 en donde el dominio de

7.

10.

1.

variablé comprende reglones de estructura aceptadoras de humano y
CDRJ dongdoras no humanos. ' '

La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 6 en donde la regién de
estructuras aceptadoras de humano del dominio variable de la cadena

pesada estdn basadas en la secuencia de consenso del subgrupp | de

humano y copn de residuos donadores en posiciones 1,28, 48, 7t
y 93 que comesponden. siduos®n aquellas posiciones de ID de
éc’No.: 8.

La molécula de anticuerpo de la relvindicacibn 7, que comprende
adicionalmente residuos de donador en las posiciones 67 y 69 que
commesponden a los residuos en aquellas posiciones en el ID de Sec. No.:
8.

La molécula de anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en
donde las regiones de estructura del aceptador de humano del dominio
de variable de cadena ligera festdn basadas en una secuencla de
consenso del subgrupo 1 de humano y comprenden residuos donadores
en las posiciones 2, 4, 37, 38, 45 y 60 que comesponden a los residuos
en aquellas posicioneé en el ID de Sec. No.: 7. J

La molécula de anticuerpo de la reivindicacibn 9, que comprende
adicionalmente un residuo donador en la posicién 3 que commesponde al
residuo en aesa posicién en el ID de Sec. No.: 7.

Una molécula de anticuerpo que tiene especificidad por el CD22 de
humano, que comprende una cadena pesada de acuerdo a cualquiera de
las reivindicaciones 7 u 8, y una e_dena ligera de acuerdo a cualquiera
de las relvindicaclones 9 o 10.
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14,

15.

16.

17.

18.

34

BT

La molécula de anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11,
que comprende la regién variable de cadena ligera 5/44-gL1 (ID de Sec.

No.: 19) y.la region variable de cadena pesada 5/44-gH7 (ID de Sec. No.:
27). T

Una molécula de anticuerpo que tiene especificidad por el CD22 de
humano que comprende una cadena ligera, en donde la secuencia de la
cadena ligera comprende [a secuencia dada en el iD de Sec. No.: 28.

L —
Una molécula de anticuerpo que tlene especificidad por el CD22 de
humano, que comprende una cadena ligera, en donde la secuencia de la
cadena ligera consiste de la secuencia dada en el ID de Sec. No.: 28.

———)

Una molécula de anticuerpo que tiene especificidad por el CD22 de

humano, que comprende una cadena pesada, en donde la secuencla de

la cadena pesada comprende la secuencia dada en el ID de Sec. No.: 30.
i

Una molécula de anticuerpo que tiene especificidad por ef CD22 de

humano que comprende una cadena pesada, en donde la secuencla de

la cadena pesada consiste de la secuencla dada en el ID de Sec. No.: 30.

C—

¢\

Una molécula de anticuerpo que tlene especificidad por el CD22 de
humano que tiene una cadena ligera que comprende la secuencia dada

en el ID de Sec. No.: 28 y una cadena pesada que comprende la ')
secuencia dada en el ID de Sec. No.: 30.

W\

Una molécula de anticuerpo que tiene especificidad por el CD22 de
humano, que tiene una cadena ligera que consiste de la secuencia dada |
en el ID de Sec. No.: 28 y una cadena pesada que consiste de la
secuencia dada en el iD de Sec. No.: 30.

,19./ Una variante de la molécula de anticuerpo de una cualquiera de las 0[0

reivindicaciones 1 a 18, que tiene una afinidad mejorada por el CD22. /
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. La variante de la reivindicacién 19 que se obtiene mediante un protocolo

de maduracién de afinidad.

21. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que es un
anticuerpo monoclonal anti-CD22 5/44, en donde el dominio variable de
la cadena ligera tiene la secuencia dada en el ID de Sec. No.: 7 y él
dominio variable de la cadena pesada tiene la secuencia dada en el ID de

Sec. No.: 8.

22. La molécula de anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
que es una molécula de anticuerpo quimérica que comprende las
secuencias de los dominios variables de cadena ligera y pesada del
anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 21, citado en el ID de Sec.

No.: 7 y ID de Sec. No.: 8 respectivamente.

%na molécula de anticuerpo que comprende un CDR que comprende una
secuencia CDR donadora truncada en donde la porcién perdida del
donador CDR es reemplazada por una secuencia diferente y forma u

CDR funcional.

/ﬁ La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 23, en donde la parte

g

——

Rj

o

faltante de la secuencla CDR es del anticuerpo del cual las regiones de b,“‘.
estructura de la molécula de anticuerpo son derivadas.

é La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 24, en donde la parte
faltante de la secuencia de CDR se deriva de un anticuerpo de linea

germinal que tiene regiones de estructura de consenso.

ﬂﬁ. La molécula de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 23 a
25, en donde el CDR-H2 de la cadena pesada es hlbrldo' en la molécula

de anticuerpo.

~—

AVTR

_—

3

il
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2p./ La molécula de anticuerpo de la relvindicacién 27, en donde el

.

32.

36

237

La molécula de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 23 a |
26, en donde el truncamiento de el CDR donador es doe 1 a 8
aminodcidos.

truncamiento es de 4 a 6 aminoécidos. o’

La molécula de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaclones 23 a
28, en donde el truncamiento es hacho en el terminal C del CDR.

Una secuencla de ADN que codifica la cadena pesada y/o la cadena b“
ligera de una molécula de anticuerpo de acuerdo a una cualquiera de las
relvindicaciones 1 a 29.

Un vector de clonaclén o expresién que comprende una secuencia de
ADN de acuerdo a la reivindicacién 30.

Una célula huésped que comprende un vector de clonacién o expresion
de acuerdo a la reivindicacion 31.

Una molécula de anticuerpo de acuerdo a una cualquiera de las
reivindicaclones 1 apgs—owna gecuencia de ADN de acuerdo a la
reivindicacién 30 para uso en terapia.
v

La molécula de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
20 o 33, que tiene especificidad por el CD22 de humapo, 0 una
secuencia de ADN de acuerdo a la reivindicacién 30 p@au el
tratamiento de una patologla mediada por células que expresan CD22.

Una molécula de anticuerpo de acuerdo a la reivindicacién 33 o
reivindicacién 34 o una secuencia de ADN de acuerdo a la reivindicacion

33 o relvindicacion 34, para utamiento de linfoma maligno.
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Aa molécula de anticuerpo o secuencia de ADN de la reivindicacion 35,
en donde el linfoma maligno es un linfoma no Hodgkin.

“ ar @de la molécula de anticuerpo de una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 29, que tiene especificidad por el CD22 de humano,
o el uso de una secuencia de ADN de acuerdo a la relvindicacién 30 en la
elaboracién de un medicamento para tratar una patologla mediada por
células que expresan CD22.

38.@50 de la reivindicacion 37, en donde la patologla es un linfoma

mal .
(Vo ) . |
A9 La chacu'm 38, en donde el linfoma maligno es un In:lfoma no

Hodgkin.

40. Una composicién terapéutica o de dlagnostico que comprende la
molécula de anticuerpo de una cualquiera de las relvindicaciones 1 a 29
o la secuencia de ADN de la reivindicacién 30.

41. Una composicion terapéutica o de diagnostico de acuerdo a la
reivindicacién 40, que comprende un excipiente, diluyente o portador,
farmacéuticamente aceptable.

42. Una composicion terapéutica o de diagnostico de acuerdo a la
reivindicacién 40 o reivindicacion 41, que comprende adicionaimente
célula anti-T, anti-IFNy o anticuerpos anti-LPS, o ingredientes sin
anticuerpo tales como xantinas.

. Un proceso para la produccion de una molécula de anticuerpo de
acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29 que comprende
cultivar una célula huésped de acuerdo a la ralvindlcacidn 32 bajo
condiciones adecuadas para conducir a la exprasion de proteina del ADN
que codifica dicha molécula de anticuerpo y aislar dicha molécula de
anticuerpo.

e3P
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A37
¥

¥
A p para la preparacién de una composicién terapéutica o de
dia ico de acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones 40 a 42, Q .
que comprende gfiezclar upa molécula de anticuerpo de acuerdo a unada
cualquiera de las indicaciones 1 a 29 junto con un excipiente,
diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.

A\ polipéptido que tiene la secuencia de aminoécido dada en una
cuaiquiera de la ID de Sec. No.: 1 a 28 0 iD de Sec. No.: 30. Zl 1 ?

COLO 13115-841-003-8
PRPWPC13115/D-000017
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Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo
38 de la Decisién 486 de la Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio,
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N La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesién
del derecho a la patente del inventor al solicitant® o a su causante. (Art.
26-k) Decision 486).

B El solicitante debe presentar un nuevo titulo que permita identificar la
materia de la cual trata ia solicitud, ya que el titulo relacionado no se
encuentra con |a precisiéon necesaria para identificar claramente el objeto
de la solicitud de patente. (Regla 4.3 PCT, Art 26-27 D-488, Circular
tnica 5.2.9).

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le
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