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( ANEX S \
E Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

E Documento que ecredita |a existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Documento de Representacién Legal.

[X] Documento de cesién del inventor i solicitante o & su causante.

D Declaraciones

D Copla de Ia solicitud intamacional. (Resumen, descripcion, relvindicaciones, dibujos)
E Traduccién de la solictud internacional al castellano. {(Resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos)

E Copia del reporte preliminar Internacional sobre patentabilidad.
E Traducclén del reporte preliminar Intemacional sobre patentabliidad.

l:l De ser el caso, copia del conirato de acceso.

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

[[] Arte Final 12x12.

I:I De ser el caso, Informacién sobre oiras solicitudes de patents o titulos obtenidos en el extranjero por el'."
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totaimente con la invencion de esta solicitud.

I:I De ser el caso, modificaciones efectuadas a Ia solicitud Internaclonal.

E Oftros: Reporie da Blsqueda Intemacional con su traduccién, Publicacién con su traduccidn, Notificacién del reglstro
de cambio de Direccién del Inventor GRAUS, Yvo, Notificacién del reglsiro de camblo de Nombre del Inventor VAN
VUGT, Martine con su traduccién, Indicaciones relacionadas con la eolucidn pericial con respecto al materal
blolégico depositado al que se reflere la descripcidn con su traduccién, Indicaciones relacionadas con
microorganismos depositados u ofro materal bioldgico Regla 13bls del PCT con eu traduccidn y Listado de
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuer individualmente, se esta presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personerfa de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en €l contenida.-

t &ﬂ_\
A(ﬁbeEDA CAURTE

T.P. No. 53.215
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~  TRADUCCION OFICIAL No.
de un documento escrito en Inglés, el cual pam su identificacién se sella con el sello
de Ia fraductora, lo mismo que la presente.-

Traduccién de la apostila en inglés que se encuentra a continuacién de la
legalizacién de Ias fimas de los sefiores Klausner y Strebel, representantes legales
de F. Hoffmann-La Roche, que aparecen en un documento de Poder, escrito en
espafiol e inglés, conferido a ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO yio
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, expedida en idioma inglés por el
notario Peter Kuster, bajo el No. 2004/20, el 17-08-2004, en Basilea, Suiza.

AUTENTICACION OFICIAL L,

(Convention de La Haye du 6 octobre 1961) & — E

1. Pals: Suiza Le - B
Este documento pblico E - EE
2. Ha sido fimnado por el Lic. iur. Peter Kuster N o 2@

3. Actuando en calidad de notario piblico 2 = S

4. Ueva el sello del mencionado notario -

Certificado

5. en Basel (Basiiea) 6. ol 18 de agosto 2004

7. porla Cancileria da Estado dol Cantdn de Basek-Stact 1.5 — 1y
8. bajo el No 8835/13376 G2w o S
9. Sello 10. Flrmqur- > ==
Cancllierfa de Estado Fdo.: fing leght/e gg
de la ciudad de Basel (Basllea) Ruedi Eggs. B

Eul E

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se de
estes oficinas para su confrontacién,

Bogotd, 2 de septiembre 2004

_ deucmra]uramentnda .
KResolucién 10607/81 Minjusticia
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p ba]o Timadds, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG,

& una oqc!edad organtzada y existente de conformidad
/ con las leyes de Sulzs.

. .
*“s

con domicllio en 4070 Basllea, Sulza

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO yio IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domicillados en Bogota,
Colombila, con oficinas en dicha cludad, Calle 72 No.
6-83, plso 6Go., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogotd, con faculiades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiclales, con 8! fin de dar cumplimiento al
paragrafo 10. del articulo 543 del decreto 410 de
1974,

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especiaimente faculiedos para
representamos ante las autoridades colomblanas,
administrativas, judiclales ¢ de policia, en todos los
tramites relativos a la propledad industrial, a cuyo
ofecto les facultamos para dar ante dichas
auloridades todos los pasos necesarlos al objeto
Indicado; elevar solicitudes, declaraclones, reclamos,
recursos Yy presentar desistimientos; formular
deacripcicnes, enmlendas, limitar ol alcance de las
solicitudes, presentar oposiclones y apelaciones;
instaurar cancelaclones, renunclar tolal o
perclaimente & los registros, abonar todos los
impuestos y cuctes y efectuar todo ofro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el deacargo respectivo; lenar
cualesqulera otroa requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo

" The undersigned, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG, a

de nuestros Intereses; y en caso de producirse -

oposicién, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados pama tomar Intervencién como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, cori’ todas las
demés facultades que resulten necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora vélido y bueno

. cuanto dichos representantes y/o los apoderados que

cuaiquiera de ellos nombre hicieren .en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a Ios doctétas ALICIA

LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO .y/o~IGNAGIO - = -

SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propledad Industrial la
protocollzacién de este documento y de cualquier
poder que cusiquiera de ellos- otorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado

ridolin

ﬂﬂéer of procuration

corporation organized and existing under the laws of

Switzerland.

domiclied at 4070 Basel, Switzerland

hereby appolnt, ALICIA LLOREDA end/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices In sald town, Celle 72 No. 583, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to recelve notifications and to appoint
Judiclal or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 10. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVQO
TAMAYQ andfor IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to

- represent us before the administrative, judiclal or

police authoritles of Colombla, In all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities all
the necessary steps for the said end; to flle petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limi
the scope of applications, flle oppositions; file
cancellations total or partially walve registrations, to
pay all insteliments and effect all other payments
prescribed by lew; to recelve proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our Interests; and In case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize sald agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arangements, to submit to arblirators, to desist, to
collect, to appeal and in ahort w1th all such further

L
3 J-é'-

-ir'ﬁ

ENE -

SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ to apply
for protocolization of this document and of any power
of attomey by any one of them conferred In our name,
before the Office of Industrial Property.

J

_ Given and signed this 4% ""
F. Hoffmann-La Ro

v "

ﬁ7ttf2ﬁ £,

audfiner
Mandatory

. g ———
Denise Strébe
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A f'ﬁi}: 'Hé_lf- qulenc%anozooy
B8 corsll que fimid el anterior documento,
m;T juramentado declaré y dijo que

d podes/mondatario

LA ROCHE AG, la compafila

\documento que antscede, una

socledad deb te orgenizada vy existente
conforme a las | e Sulza, domiclliada en Ia
ciuded de Basll ulza, lagaimente constitulda

pare un periodo d
terminado, que ejerce \‘e‘
las leyes da Sulza; que
por dicha Compailla para

racién que ain no ha
Rbjelo soclal; conforme a
to astd autorizado

ferir este poder; que el

en
sello oficial de ella;

sello estampedo por él &l pie'ydgal poder, en nombre
y en representacion de la w&ﬁ Compafita, es el
astd

y que el para el cual se
conflere este Instrumento qw ndida dentro
del de la sodedad.

El suscrito Notario ha visto |0g %Estatutos de
fimados en Sulza, do Basllea,

incorporacién

con fecha 14.Junio 149} vy que de
conformidad con la legislaclén de d Pals, la
anterior declaracién Jurarentada

suficlente de que los hechos sobre que ell

|§ prusba
son
clertoa o-verdaderos, de lo cual da fe. e&

b

Notary Publie (Notarlo Pdblico).

190

B!‘.jﬁel_, this 17-08-2004 (seventeenth day of
>

T e

On this 17th day of August .
porsonally,, Fridolin Klausner and Denise Strebel

'%%%me %%ﬂw m%n"%ﬁo ts,
signed itie Toregoing Instrument, who being by me
duly swon did depose and say that he is the

Procuration/Manda

ROCHE AG,

Corporation organized and existing under the laws of

the Switzerland, domiclled et the City of Basel,

legally constituted for a period of tenure not yet
expired, which exarcises Iis corporate purposes
according. to the Jaws of, Switzerland; that the
deponent " autliorized by said Company to confer
this powsr of attomey; that the seal affixed hereunto
by the deponent in the name and on behelf of sald

Corporation is the corporate seal thereof; and that the

purpose for which this Instrument is. granted is

included within the corporate purposses of the

Company.

The undersigned Notary Public' has saen the articles

of Incorporation of sald Corporation executed at

Sulza, ciudad de Basel, under date of 19th day of

June 1997
the laws of sakd Country the
acknowledgment Is sufficlent proof that the facts
thereln contained are true, which he attests.

Came pLiath
to ma Known,

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION) L

Switzerland
Basel

{on

2004

tory of F.HOFFMANN-LA
the company named within, a

. and heraby certifles that under
foregoing

, two thousand and four)

—
[

Dr. Peter Kuster

\ - Advokat und Notar
Peterskirchpiatz 12
- Postfach
, ™~ CH-4001 Basel
o
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OFFICIAL AUTHENTICATION
(Hagne Conveniion f Ocicher Sth, 1961)
1. Counury: &witet “ined {Schweiz / Suisse)
This officia) document
2. is sipned bY cvnneccincnien [t—.ﬁ#ﬁ

Pttt ...
3. in his/her funciica as lﬂh ........................

4. mnd certificd by the seal of the: ...... M .........

5. in Rasxel (Bllc) 6. on ...

7. by the Stawe Chancery of the Canton of Base!-Stadt

/
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

; : ; PARA FUTURAS ver Notificacién o Transmisitn dal Reporte de Bisqueda Internacional
referencia del solici agente
ng;n;sdewro_SR solieitamie 0 ACCIONES  (Forma PCT/ISA/220) sl como, donde spliqus, el iism 5 s continuacidn.
Soficitud internacions] No. Fecha de registro intemacional (dia/mes/afio) Fecha de Pricridad (Primem) (dia/mes/aio)
PCT/EP2004/007562 09/07/2004 10/07/2003
Soliciante

F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

Ell:medeﬂﬂqudlMhmwwﬂAwuwhmmyumnﬂdnlnmm
Segiin el Articulo 18. Una copia send transmmitida a ba Oficina nternacional.

Este de Bisqueda Internacional consta de un total de 10 hojas.
También estd scompafiado de una copia de eada docurmento téenico anterior citado en este reporte.

1. Bases del reporte

& Respecto al lenguaje, 1a bisqueda imemacional se levd a cabo segin a solicitud internacional en ¢ lenguaje en el cual se presents,
& menos que se indique de otro modo en este ftem.

D Ia bilsqueda intemacional s lievd & cabo segin Ia traduccién de In solicitud internacional proporcionada s esta
Autoridad (Regia 23.1(b)).

b.E Resperto a una secuencia de cldo nucledtido y/o amino revelado en In solicitud intemaciona), ver Casills No. 1.

2. [X Clertas retvindicaciones no pudieron locallzarse (Ver Casilia I1).

3 E Falta unidad de Invencida (ver Casilla I1I).

4. Respecto al titulo,

E El texto es aprobado segiln lo presenta el solicitante.
Esia Autoridad ha establecido que el texto sc les usl:

5. Respecto al resamen,

E El texto es aprobado segin lo presenta el solicitante.

Esta Autoridad ha establecido ¢l texto de acuerdo con Ia Norma 38.2(b), segin aparcce en el Recusdro Il El solicitante puede, un
mes despuly de 1a fecha de haber enviado por correo este reporte de bisqueda intemacional, presentar comentarios & esta Autoridad.

6. Respecto a los dibujos,
a. La figura de los dibujos que se publicarh con ¢l resumen s la Fipuma No.

[]  comoto suginid el solicitanee.
porgue el solicitante no sugirié una figure.
porque esta figura caracteriza mejor a Ia invencidn.

v.[X] Ninguns de las figures sc publicars con ¢l resumen.

“Formm PCTASA/Z10 (prime hojs) (Enew 2004)

4o



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.

Casilla No. L Nucleétido y/o secuencla(s) aminoicida(s) (Continuacién del ftem 1.b de la primera hoja)

1. Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminoficida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invencién reivindicada, esta opinién se ha establecido segtn:

a. tipo de material:

B3 un listado de secuencia
[] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material:

B4 en formato escrito
X en formato legible por computador

c. tiempo de presentacién/suministro:

%] contenido en la solicitud internacional segiin se registré
] registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador
[] proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la bisqueda.

. [J] Ademis, en el caso en que més de una version o copia de un listado de secuencia y/o tabla relacionada
con ello se haya registrado o propordionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en Ia solicitud segtin se present o no va més all4
de la solicitud segiin se registré, segiin lo apropiado, fueron suministradas.

3. Comentarios adicionales:

Forma (PCT/ISA /210 (continuacién de la primera hoja (1)) (Enero de 2004)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
PCT/EP2004/007562

Cadlila Il Obeervaciones donde ciertas reivindicaciones fueron inescrutabies (Continuacidn del item 2 de
Is primers hoja)

Este reporte de biisqueda internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo ¢l Articulo
17(2)a) por las siguientes razones:
1. PJ Reivindicaciones Nos.:

porque se relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busqus, a saber:

Aunque las reivindicaciones 16-17 estin dirigidas a un método de ratamiento del cuerpo
bumano/animal (Articulo 52(4) EPC), 1a biisqueda se ha llevado a cabo y con base en los efectos
supucstos del compuesto/composicidn.

2. [ Reivindicaciones Nos.:

porque sc relacionan con partes de la solicitud intemacional que no cumplen con los requisitos
prescritos hasta tal grado que no se puede llevar s cabo uns bisqueda internacional significativa,
especificamente:

ver INFORMACION ADICIONAL pigina PCT/ISA/210
3. [0 Reivindicaciones No.:

porque son reivindicaciones dependientes y no estin diseiladas de acuerdo con la segunds y tercera
i D

Causilla IT1 Observaciones donde falta unidad de invencidn (Continuaelén del 1tem 3 de Ia primers hojs)

Esta Autoridad de Biisqueda Internacional encontrd invenciones miiltiples en esta solicitud internacional, asi:

Ver pégina adicional

1. E Puesto que todos los derechos de inlsqueda adicionales requeridos fueron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de biisqueda internacional cubre todas Ias reivindicaciones investigables.

2. [:| Puesto que todas las reivindicaciones investigables pudieron investigarse sin esfuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicitd pago de derechos adicionales.

i D Puesto que sélo algunos de los derechos de hilsqueda adicionales fueron pagados oportmamente por el
solicitante, este informe de bisqueda internacional cubre tinicamente aquellas reivindicaciones para
las cuales se pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos.:

4. [] El solicitante no pagd oportunamente los derechos de biisqueda adicionales requeridos. Por
consiguiente, este informe de bisqueda internacional se restringe a la primera invencién mencionads
en lus reivindicaciones; esth cubierto por las reivindicaciones Noa.:

Comentario sobre Protesta D Los derechos de bisqueda adicionales estuvieron scompaflados por la
protesta del solicitante.

E El pago de los derechos de bisqueda adicionales no estuvo acompafiado por
una protesta.

Forma PCT ISA 210 (continuacién de primera pégina (2)) (Enero 2004)



Solicitud Internacional No. PCT/EP2004/007562

INFORMACION ADICIONAL CONTINUADA DE PCT/ISA/ 210

Continuacién de la Casllla 11.1

Aunque las reivindicaclones 16-17 estan dirigklas a un método de tratamiento del cuerpo humano/animal
(Articulo 52(4) EPC), se ha reallzado la biisqueda y se ha basado en los presintos efectos del
compuesto/composicion.

Continuacién de la Casilla 1.1

La Regla 39.1{lv) PCT — Método para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia

Continuacion de Ia Casilla 11.2

Relvindicaciones No. :

Las presentes reivindicaciones 1-5 estén relaclonadas con un anticuerpo definido por referencia a una
caracteristica o propledad deseable, a saber:

- relacion de valores IC50 o inhibicion de 1:3 a 3:1,

- Inhibe por al menos 80% a una concentracién de foaforilacién IGF-IR 5 nM,
- no muestra actividad estimulada por IGF-IR,

- Induce la muerte celular del 20%,

- anticuerpo humano o humanizado

- Kd de aproximadamente 10e-13 a 10e-9 M.

Las reivindicaciones cubren todos los productos que tiensn esta caracteristica o propiedad, mlentras que la
solicitud provee soporte dentro del significado del Articulo 84 EPC y/o revelacién dentro del significado del
Articulo 83 EPC para solamente un nimero muy limitado de tales productos. En el caso presente, las
refvindicaclones carecen tanto de soporis, y ia solicitud carece tanto de revelaclon, que s imposible una
bisqueda significativa sobre el alcance total relvindicado. Independientemente del razonamiento anterior,
las reivindicaciones también carecen de claridad (Articulo 84 EPC). Se hace un intento para definir el
producto por la referencla a un resultado a ser alcanzado. De nuevo, esia falta de claridad en el caso
presente es tal que hace imposible una basqueda significativa sobre el alcance total relvindicado. En
consecuencla, 3¢ ha realizado la bisqueda para aquellas partes de lae reivindicaciones que parecen estar
claras, soportadas y reveladas, a saber la reivindicacién 8.

Se liama la atencidn del solicitante al hecho que las reivindicaclones que relacionan Invenciones con
respecto de las cuales no se ha establecido reporte de busqueda internacional, no necesitar estar sujetas a
un examen preliminar internacional (Regla 66.1(e) PCT). Se le advierte al solicitante que la politica de la
EPO cuando actda como una Autoridad Examinadora Preliminar Interacional, no es normaimente realizar
un examen praliminar sobre la materla que no ha sido buscada. Este es el caso independientemente de sl
las reivindicaciones estan o no enmendadas después de la recepcién del reporte de bisqueda o durante
cualquier procedimiento del Capltulo II. Sl al solicitante procede a la fase reglonal antes de la EPO, se le

13



Solicitud Internacional No. PCT/EP2004/007562

INFORMACION ADICIONAL CONTINUADA DE PCT/ISA/ 210

recuerda al solicitante que se puede reslizar una biisqueda durante el examen antes del EPO (Ver Gulas
de EPO C-Vi, 8.5), sl se superan los problemas que conducen a la declaracién del Articulo 17(2).

\
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Solicitud Internacional No, PCT/EP2004/007562
INFORMACION ADICIONAL CONTINUADA DE PCT/ISA/ 210

"| Esta Autoridad de Bilsqueda Intermacional enconiré mditiples (grupos de) invenciones en esta solicitud
internacional, como sigue:

1. Relvindicaciones: 1-17, 19

Un anticuerpo que se enlaza a IGF-IR y que Inhibe el enlace de IGF-l e IGF-Il a IGF-IR con las
caracteristicas de la reivindicacion 1.

2. Reivindicacién 18

Un método para la seleccién de un anticuerpo contra IGF-IR que no tisne propledad agonistica.

1€



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

W

Solicinx! Internacional No.
PCT/EP2004/007562

A- CLASIFICACION DE MATERIA
IPC 7 CI2N1sN3 CI2N3/16  A61K39/395

Scgin la Clasificacién de Patentes Intemnacional (CPI) o segin ba clasificacidn nacional y s CPI

B. CAMPOS BUSCADOS

IPC7 COTK AGIK GOIN

Mmﬁhﬂhihﬂﬁmhchﬁﬁmﬁmi&dednﬂubcﬁﬁeﬁh)

mwmmummmmmimmﬂnugmmmamm

T!mdedm-eh:ﬂnhmlhﬁdmhhﬁquﬂimmdmﬂ(nmﬁuﬁhhndednﬂy.dnndenpiﬂim,hmﬁﬁ:mu.du)
EBPO-Interno, PAJ, WPI Duto, EMBASE, BIOSIS, CHEM ABS Datn, Bisqueda de Secuancis

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

en cultivos de tejido”

COMMUNICATIONS,

vol. 149, no. 1, 1987, pdginas 276-281,
XP008026319

citado en la solicitud

¢l documento completo

-t

ROHLIK QTAND AL.: “Un anticuerpo al receptor pars ¢l factor de
crecimiento | tipo insulinico que inhibe el crecimiento de células mcf-7

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH

Categoria ® | Citacidn de documento, con indicscidn, donde sea spropisdo, de log textos relevantes Relevante a Is reivindicacion No.
X WO 02/053596 A (GALLO MICHAEL; MILLER 1-17, 19
PENELOPE E (US); ABGENIX INC (US); COHEN
BRU) 11 de Julio de 2002 (2002-07-11)
citado en la solicitud
¢l documento completo
1-17, 19

E En el recusdro C se enumeran miia documentos.

En el anexo sc enumeran micmbros de In familia de patentes.

° Categorias especiales de documentos citados:

'A' documento que dafine el estado general de In técnics el cual no s
considers de relevancia particular

'E’ documento snierier pero publicado en ¢ despuds de Ix fechs de
presentucidn internacional

‘L' documento que pusde wrojar dudas sobre relvindicaciones de
pricridad o que s¢ cita pam establecer In fecha de publicacidn de otm
citacidn u otra mxnin especial (segin se especifica)

‘0" documento que se refiere a una revelacidn oml, usn, exhibicién u
otros medios

P docurnento publicado antes de la fechs de presentacién imtermacional
pero despuds de 1a fechs de priovidad reivindiceds

T' documento posterior publicado después de 1s fechs de presentacion
internacional o fecha de prioridad y que no esti en conflicto con In
salicitud pero citado pars entender €l principio o teorla que sustentn
In invencidn

X' docurnento de relevancia particular; i invenclidn relvindicada no
puede conslderarse nueva o no puede considererse que comprende
un pasa inventivo cuando el documenta sc toma solo

"Y' documenio dz relevancis particulsr; Is invencidn reivindicads no
puede congidenarge que comprende un paso inventivo cuando el

documento se combina con uno o mils documentos, siendo dicha
combinacidn obvia para una persona experts en ks tdenica

'&’' documento micmbro de la misma familia de patentes

Fecha de Ia terminacidn real de Ia bilsqueda internacional
23 de Marzo de 2005

~ Fecha de envio por correo del reporte de biaqueda internacional
17.06.2005

Nombre y direecién de comeo de ISA Funcionerio autorimdo
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk Vadot, P
Tel. (+31-70) 340-2040 Tx 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016
Forma PCT ISA 210 (segumin hojs) (Baero 2004) plgina 1 de 2
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Intenacional No.
PCT/EP2004/007562

C. (Continuacidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

[ Categoria®

Citacidn de documento, con indicacidn, donde sea spropiado, de los textos relevantes

Relevantz s Ia refvindicacion No.

X

P.X

P,X

LI S-L ET AL: “ANTICUERPOS DE CADENA SENCILLA CONTRA 1-17, 19

EL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO HUMANO I TIPO
INSULINICO: EXPRESION, PURIFICACION Y EFECTO SOBRE EL

CRECIMIENTO DE TUMOR"

CANCER IMMUNOLOGY AND IMMUNOTHERAPY,
BERLIN, DE,

vol. 49, no. 4/5, Julio de 2000 (2000-07),

piginas 243-252, XP001113064

ISSN: 0340-7004

el documento completo

WO 03/100008 A (BRAMS PETER; HAILEY JUDITH
(US); SCHERING CORP (US); FEINGERSH DIA)

4 de Diciembre de 2003 (2003-12-04)

reivindicaciones

WO 03/059951 A (LEGER OLIVIER; PF

MEDICAMENT (FR); GOETSCH LILIANE (FR),

CORVAIA N) 24 de Julio de 2003 (2003-07-24)

reivindicaciones

LI SHU-LIAN ET AL. : “Anticuerpos de cadena sencilla contra el
receptor del factor de crecimiento lmmano I tipo insulinico: expresidn,
purificacidn y efecto sobre el crecimiento de tumor™

CANCER IMMUNOL. IMMUNOTHER,,

vol. 49, 2000, piginas 243-252, XP002267730

resumen

HAILEY J. ET AL.: “Neutralizacién de anticuerpos dei receptor 1 del
factor de crecimiento tipo anti-insulinico que inhiben la funcidn de
receptor ¢ idlucen la degradacién del receptor en células de tumor”
MOLECULAR CANCER THERAPEUTICS,

vol. 1, 2002, piginas 1349-1353, XPOO8026465

resumen

WO 95/14930 A (GENENTECH, INC; GODOWSKI,
PAUL, J; MARK, MELANIE, R; SADIK,
MICHAEL,) 1 de Junio de 1995 (1995-06-01)

1-17, 19

1-17,19

1-17,19

1-17,19

Forma PCT/ISA/210 (continuacidn de In hoja segunda) (Enero 2004)

pdgina 2 de 2
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Salicitud Internacional No.
Informe sobre miembros de familia de patentes PCT/EP2004/007562
Documento de patente ve
Miembro(s) de l1a familia de Fecha de
citado ::':l uzoﬂe de Fecha de publicacién patentes publicacién
W0 62053596 A 11-67-2002 CA 2433800 A) 11-87-2002
2 20032131 A3 14-81-2604"
EE 200360318 A 15-10-2003
EP 1399483 A2 24-03-2604
) 0302525 A2 28-10-2083
JP 2004531217 T 14-10-2004
NO - 20833874 A 04-07-2003
SK 9932003 A3 68-06-2604
W0 62053596 A2 11-67-2602
US 2004086563 Al 06-05-2604
A 260395995 A 04-08-2004
W0 63160068 A 84-12-2003 AU 2603241598 Al 12-12-2663
CA 2484000 Al 64-12-2003
EP 15686286 A2 16-02-2005
WO 031000608 A2 64-12-2603
US 2004818191 Al 29-01-26064
WO 93859951 A 24-07-2603 FR 2834990 Al 25-07-2683
FR 2834960 Al 25-07-2003
FR 2834991 Al 25-97-2603
AU 2083216748 Al 30-67-2863
BR 0366973 A 09-11-2604
CA 2473039 Al 24-07-2003
EP 1461359 A2 . 29-89-20604
W0 93859951 A2 24-07-2003
W0 9514938 A 01-86-1995 VS 6601621 A 14-12-1999
AY 163231 T 15-62-1998
AU 697142 B2 #1-10-1998
AU 1189695 A 13-66-1995
AU 698975 B2 12-11-1998
AU 12166895 A 13-66-1995
CA 2175892 Al 01-86-1995
CA 2175893 Al 01-86-1995
DE 69408541 D1 19-83-1998
DE 69408541 T2 96-88-1998
DK 730740 13 28-89-1998
EP 0736646 Al 11-89-1996
EP 8738740 Al 11-89-1996
ES 2116066 T3 01-67-1998
GR 3026430 13 30-86-1998
HK 1008440 Al 07-65-1999
JP 9506256 T 24-86-1997
JP 3442784 B2 62-69-2603
JP 9505889 T 10-86-1997
WO 9514776 Al 01-66-1995
Wo 9514930 Al *81-86-1995
US 2002147325 Al 10-16-2062
US 2603204872 Al 30-10-2003
us 5766863 A 16-66-1998
us .6025145 A 15-02-2600
Us 6287784 Bl 11-89-2601
Us 5914237 A 22-96-1999
us 5891650 A 06-684-1999
us 6096527 A 81-88-2860
us 5709858 A 20-81-1998
Us 6687144 A 11-67-2689
Forma PCT ISA 210 (anexo fazilia de patentes) (Enero 2004) plgina 1 de 2
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Solicitud Internacional No.

Informe sobre miembroa de familia de patentes PCT/EP2004/007562
Documento de patente
. . Miembro(s) de la familia de Fecha de
citado en el reporte de Fecha de publicacién
bisqueda patentes publicacién
WO 9514930 A US 2004224386 Al 11-11-2004
US 2002137113 A1l 25-09-2002
Porma PCT ISA 210 (anexo familia de patentes) (Enero 2004) pégina 2 de 2



- PATENT COOPERATION TREATY

. oche Diagnostics GmbH]

Putat Dapariment
Patent Department (TR-E] PCT — o Panzbery_
Cese SMGAT_ [intne._ o] < 4 JUNI 2005

Literetur erfasst: | Zeichen:

INTERNATIONAL SEARCH REPORT BUR| HH | HIL | M

Lit.sheet Endnote
Sl I:Inno 975‘1

/

(PCT Ariicle 18 and Ruies 43 and 44)

Applicant's or agent's flle efarence FOR FURTHER oo Form POTASATEZD

21695 wo-SR ACTION as well as, where applicable, item 5 baiow.
International application No. International fiing date {day/month/year) {Easliest) Priority Date {daywmonitvyear)
PCT/EP2004 /007562 09/07/2004 10/07/2003

Applicant

F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

This international Saarch Aepart has been prepanad by this Intemeational Searching Autharity and is transmitted to tha  applicant
ecconding to Article 18. A copy Is being tranamitied to the Intsrnational Buraau.

This International Search Report conslats of a total of 10 sheets,
|z| It Is also accompanied by a copy of each prior art document clied in this report.

1. Basla of tha report

a. Whh regard io the langumgs, the Intemational asarch wes caried out on tha baais of the inlamational application in the
language in which It was fled, unless otherwlae indicated under this item.

this Authority (Fule 23.1(b)).
b. @ With regerd to any nucleotide and/or amino acld sequence disclosed in the internatlonal appllcatian, see Box Nao. I.

2. [X] certain claima were found unssarchable (Ses Bax II).
3. E Unity of Invention Ia lacking (see Box liI).

4. With regand to the title,
[X] thetaxtls approved as aubmitted by the applicant.
D the text hes been estblished by this Authorlty to read as follows:

5. With regard to the abstract,

E the text Ia approved es submitted by the applicant.

l:l the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as It appears In Box No. IV. The applicant
may, within one menth from the date of mailing of this International search repart, submit commants to this Authority.

8. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawinge to be published with the abstract is Figure No.
[[] =ssuggestedby the applicant.
[[]  es solscted by ihis Authority, because the appiicant failed to suggest a figure.
[C]  asseiected by this Authority, because this figure better charactertzes tha Invention.
b. E' none of the figures Is to be publiched with the absatract.

[[] Theimamational search was carled out an the basis of @ transiation of the International eppiication furnished to

Farm PCTASA/Z10 (first sheet) (Jenuary 2004)

>
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Intemational application No.

. INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2004/007562

BoxNo.l  Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.b of the first sheet)

1. With regard ta any nucisotide and/or amina ackf gequenice disclased in the intematianal epplication and necessary to the claimed
Inverttion, the intematonal search was camad out on the basis of:

a. type of material

E a sequence listing
D table(s) related 10 the sequence listing

b. format of material
[EI in written format
E in computer readable form

c. Ume of flingfumishing
[X]  contained in the internaticnel appiication as tiied
E fllad ragether with the international appication in computer readable form
D {furnished subsaquently to this Authority for the purposa of search
2. I:I In addition, in the case that more than one verslon or copy of a sequence listing and/or table relating thersto has been fled

or furnished, the required statemants that the Informaton in the subsequent or additional coples s identical to that In the
application as fMed or does not go beyand tha application as filed, as appropriate, were furnished.

3. Addiional commenta:

Form PCTASA/21D (continuation of first sheet (1)) (January 2004)



. Imematiana! application No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2004/087562 \(\

Box ! Observations where certain clalms wers found unaearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This International Search Report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasens:

1. m Clalms Nos.: )
bacause they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, nemely:
Although claims 16-17 are directed to a method of treatment of the
human/animal body (Articie 52(4) EPC), the search has been carried out and
based on the alleged effects of the compound/composition.

2 IE Claims Mos.: -
because they relate 1o parts of the International Appiication that do not comply with the prescribed requirements to such

an exiant that no meaningful Intamational Search can be carried out, speclically:
see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

a. D Claims Nos.:
becauss they ere dapendent claims and are not drafted in accordance with tha second and thind eantences of Rule 8.4(a).

Box Il Observations where unlity of Inventlon 1s lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

Thie Intsrnational Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

see additional sheet

1. EI As all required additional search lees wers timely paid by the applicant, this International Search Repart covers al
searchable ciaims.

2 D Aw all searchable claims could be searched without effort hmiitying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any addidonal fea.

3. D As only soma of the required additional search fees wers timely paid by the applican, thia Intsmational Search Report
covers only those claims for which fees were paid, specifically claime Nos.:

4, D Ne required addiional search fees wers timeiy pald by tha applicant. Consaquantly, this intemational Search Raport la
restricted to the Invention first mentioned In the claime; It Is cavered by claima Noe.:

Remark on Protest I:l The additionel search fees were accompanied by the applicant's protest.

@ No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 {continuation of firat sheet (2)} {January 2004)
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Intemational Application No. PC T/ EP2004/ 007562

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 210

Continuation of Box II.1

Although claims 16-17 are directed to a method of treatment of the
human/animal body (Article 52(4) EPC), the search has been carried out
and based on the alleged effects of the compound/composition.

Continuation of Box II.1

Rule 39.1(iv} PCT - Method for treatment of the human or animal body by
therapy

Continuation of Box 1I1.2

Claims Nos.: -

Present claims 1-5 relates to an antibody defined by reference to a
desirable characteristic or property, namely :

- ratio of 1C50 values of inhibition of 1:3 to 3:1,

- inhibits faor at least 80% at a concentration of 5nM IGF-IR
phosphorylation,

- shows no IGF-IR stimulating activity,

- induces cell death of 20%,

- human or humnized antibody,

- Kd of about 10exp-13 to 18exp-9 M.

The claims cover all products having this characteristic or property,
whereas the application provides support within the meaning of Article
84 EPC and/or disclosure within the meaning of Article 83 EPC for only a
very limited number of such products. 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 is impossible. Independent of
the above reasoning, the claims also lack clarity {Article 84 EPC). An
attempt is made to define the product by reference to a result to be
achieved. Again, this lack of clarity in the present case is such as to
render a2 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 claim 6.

The applicant's attention is drawn to the fact that claims relating to
jnventions 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 is advised that the EPC
policy when acting as an International Preliminary Examining Authority is
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 Il procedure. If the application proceeds into the regional phase
before the EPG, the applicant is reminded that a search may be carried




N

Intematione! Application No. PG T/ EP2004/ 007562

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

out during examination before the EPO (see EPO Guideline C-Vi, 8.5),
should the problems which led to the Article 17(2) declaration be
overcome.

)
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Imemational Application No. PCT/ EP2004/ 007562

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

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

1. claims: 1-17,1%

An antibody binding to IGF-IR and inhibiting the binding of
1GF-1 and IGF-II to IGF-IR with the characteristics of claim
1.

2. claim: 18

A method for the selection of an antibody against IGF-IR not
having agonistic property.




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Inmrnational Appliestion No

PCT/EP20804/007562

TPC7 CloNis/13 " Ci2ns/16

A61K39/395

According o International Patont Clasafication (IPC) or o bath national classificalion and IPC

B. FIELDS SEARCHED

IPC 7 CO7K A61K GOIN

Minimum documeniution searched (classification systam followed by dassification symbola)

Documsmation searched ather than minimum documentation tn the axtent that such documents are Included In the felds searched

Elecironic data base consulied during the intlemational seanch (name of data base and, where praciicel, ssarch t1erms used)

EPO-Internal, PAJ, WPl Data, EMBASE, BIOSIS, CHEM ABS Data, Sequence Search

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category * | Cimnilon of documant, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to clalm No.

cited in the application
the whole document

X ROHLIK QTAND AL.:

tissue culture"
COMMUNICATIONS,

XPG08026319
cited in the application
the whole document

X WO 02/053596 A (GALLO MICHAEL ;MILLER
PENELOPE E (US); ABGENIX INC (US); COHEN
BRU) 11 July 2062 (2002-07-11)

"An antibody to the
receptor for insulin-like growth factor I
inhibits the growth of mcf-7 cells in

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH
voi. 149, no. 1, 1987, pages 276-281,

1-17,19

1-17,19

[:] Further documents are Bsted In the continuetion of box C.

E Patent family members are (lsted In annex.

* Spacial catagories of cied documents :

"A" documan defining the general state of the art which Is not
comaicerad to be of particular relevance

*E" earller document but published on or after the intemational
fillng dats

“L® document which throw doubts on (lL.
which la citad o igh the ndl.llnl
cltation or other spacial resson {(as specified)
*O" document retering to an oral disciosurs, uss, mxhibition or
other meam
P~ documnent published prior 1o the Intamational Ming date but
later than the prority date clalmed

T later document
or pmmdmmn confiict mﬁ
cited o understand the prindple or theory undlarlying the

lmulnlnnﬂvanhpwlnnmamtl- mnahm

"Y" documant of paricular relsvance; the claimed Invention
cannct be conaldared 10 Involve an Ivenive lwwh-nlhe
documant ks combined with one or mome other such docu-
mmdlwnﬂnlhltimmnl person skilled

"A&" documant member of tha sama patam tamily

Date of the aciual compiation of the Intemalional ssarch

23 March 2005

Date of malfing of the Intemational saarch report

17 06 2005

Name and maliing address of the LSA
Ewvopean Puient Office, P.B. 5618 Patentiaan 2
NL - HV Rifawik
Tel (+381-70) 340-2040, Tx. 31 851 apo nl,
Fax: (+31-70) 340-3018

Authorized officar

Vadot, P

Form PCTARAZ0 {nacond sheal) (Jarnaary 2004)

page 1 of 2
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Intarnatlonal Appiication No
PCT/EP2004/007562

C.(Continuntion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catagory * | Citation of dacument, with indication, whene appropriate, of the ralevant peasages

Ralsvant to ciaim No.

X LI S-L ET AL: "SINGLE-CHAIN ANTIBODIES
AGAINST HUMAN INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR I
RECEPTOR: EXPRESSION, PURIFICATION AND
EFFECT ON TUMOR GROWTH"

CANCER IMMUNOLOGY AND IMMUNQOTHERAPY,
BERLIN, DE,

vol. 49, no. 4/5, July 2000 (2060-07),
pages 243-252, XP001113064

ISSN: 0340-7004

the whole document

P.X WO 63/100008 A (BRAMS PETER ;HAILEY JUDITH
(US); SCHERING CORP (US); FEINGERSH DIA)

4 December 2003 (2003-12-04)

claims

P.X WO 037059951 A (LEGER OLIVIER ;PF
MEDICAMENT (FR); GOETSCH LILIANE (FR);
CORVAIA N) 24 July 2003 (2083-07-24)
claims

X L1 SHU-LIAN ET AL.: "Single-chain
antibodies against human insulin-like
growth factor receptor: expression,
purification, and effect on tumor growth."
CANCER IMMUNOL. IMMUNOTHER.,

vol. 49, 2000, pages 243-252, XP002267730
abstract

X HAILEY J. ET AL.: "Neutralizing
anti-insulin-1ike growth factor receptor 1
antibodies inhibit receptor function and
in??ce receptor degradation in tumor
celis"

MOLECULAR CANCER THERAPEUTICS,

vol. 1, 2002, pages 1349-1353, XPOe8026465
abstract

A WO 95/14930 A (GENENTECH, INC; GODOWSKI,
PAUL, J; MARK, MELANIE, R; SADICK
MICHAEL.) 1 June 1995 (1995-06-01)

@ 1-17,19

1-17,19

1-17,19

@ 1-17,19

(:) 1-17,19

Fam PCT/ARA10 (conimustion of second heal) {lsruary 2004)

page 2 of 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

’ Information on patant lamily members

International Application No

PCT/EP2004 /007562
Patent document Publication Petant famfly Publication
cited In search report date member(s) date
WO 02053596 A 11-07-2002 CA 2433800 Al 11-07-2002
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INSULINICO Y USOS DE LOS MISMOS"

“ANTICUERPOS CONTRA EL RECEPTOR I DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DE TIPO

57) Resumen: Un anticuerpo unido a IGF-IR e inhibiendo la unién de IGF-I y IGF-II a IGF-IR que se caracteriza
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de IGF-I a IGF-IR a la inhibicién de 1z unién de IGF-II a IGF-IR de 1:3 a 3:1, c) inhibe para al menos un 80% a una
concentracién de 5 nM la fosforilacidn IGF-IR un ensayo de fosforilacién celular usando células 3T3
proporcionando 400.000 a 600.000 moléculas IGF-IR por céhula en un medio que contiene suero de ternera fetal
inactivado por calor 0,5% (FCS) cuando se compara con tal ensayo sin dicho anticuerpo, y d) no muestra actividad

estimulante IGF-IR medida como la fosforilacién IGF-IR a una concentracién de 10 pM en un ensayo de fosforilacién

celular usando células 3T3 proporcionando 400.000 a 600.000 moléculas IGF-IR por célula en un medio que contiene
suero de temera fetal inactivado por calor 0,5% (FCS) cuando se compars con tal ensayo sin dicho anticuerpo tiene

propiedades mejoradas en una terapis antitumoral.
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT

NOTIFICACION DEL REGISTRO
DE UN CAMBIO

(Regla 92 bis. 1 del PCT e
Instrucciones Administrativas, Seccion 422)

Fecha de envio por cormeo (dia/mes/afio)
18 de Octubre de 2005 (18.10.2005)

¢ PCT/US2004/007582

De la OFICINA INTERNACIONAL

Para:

SCHREINER, Siegfried
Roche Diagnostics GmbH
Patent Department (TR-E)
Postfach1152 ~ .
82372 Penzberg
Alemania

Archivo de referencia del solicitante o agente
21695 WO-SR

NOTIFICACION IMPORTANTE

Sollcitud Internaclonal No.
PCT/EP2004/007562

Fecha de registro Internaclonal (dia/mes/afio}
09 de Julio de 2004 (09.07.2004)

el solicitante & el inventor

1. Las siguientes indicaciones aparacieron en el registro en relaclén con:

Nombre y Direccion
GRAUS, Yvo
Pienemanstraat 112
NL-6717 WG Ede
Holanda

[ el agente [ el representante comin
Pals de Nacionalldad Pals de Residencia
NL NL
No. Teléfono
No. Facsimile

No. Teleimpresora

2. La Oficina Internacional por el presents notifica al solicitante que el siguiente cambio se ha

registrado en relacién con:
[Jiapersona [ el nombre [ la direccién _[] la nacionalldad []1a residencia
Nombre y Direccién
GRAUS, Yvo Pais de Nacionalidad | Pals de Residencla
Werdorperwaard 3 NL NL
:Ic;l-:r?g: PR Odijk No. Teléfono
No. Facsimile

No. Teleimpresora

3, Otras observaciones, i fuese hecesario:

X 1a Oficina que recibe
[ ia Autoridad de Bisqueda Internclonal

4. Se ha enviado una copia de esta notificacion a:

[] les Oficinas designadas relaclonadas
< Ias Oficinas seleccionadas relacionadas

1211 Geneva 20, Switzeriand
Facsimile No.: (41-22) 338.89.70

X1 1a Autoridad de Examen Preliminar Intemacional [ otros:
The International Bureau of WIPO Funcionario autorizado
34, chemin des Colombettes Frédéric SONTAG (fax 338 8970)

Teléfono No.: (41-22) 338.8391

S — —
Forma PCT/IB/306 (Marzo 1684)
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PCT/EP2004/007562
PATENT COOPERATION TREATY :

)

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT To:
NOTIFICATION OF THE RECORDING SCHREINER, Sle
. Slegfried
OF A CHANGE Roche Disgnostics GmbH
(PCT Rule 92bis.1 and ';:‘;f::,’f,",";z'“’“t (T¥#¥che Diagnostics GmbH
Adminlstrative Instructions, Section 422) 82372 Penzberg Depertment
L WN
Germany
Datn of maikng (day/month/ysar) 2 z Okt. m
18 October 2005 {18.10.2005) -K
Applicant’s or agent’s e reference —
21695 WO-SR IMPORTANT NOTIFICATION
Intsmational appiieation No. intemnational flling date (day/manth/year}
PCT/EP2004/007562 09 July 2004 {09.07.2004)
1. The following indications appsared on record conosming:
@ the applicant E the inventor D the agent D the common represantative
Name and Address State of Nationality Swts of Residance
(l;:‘.RAUS, Y:to 112 | _ NL NL
isnemanstrag
NL-6717 WG Ede Tetephane No.
Netherlands
Facaimilo No.
Telepdmer No.

2. The Intarnations! Buresy hereby notifias the epplicant that the foliowing chenge has been recorded conceming:

D the person D the name E the address D the netionslity D the residence

Name and Address mw ~Sirte of Residence
‘V;VRQ;JS' Yvo a3 NL NL
eraorparwas = .
NL-3984 PR Odijk slephone No
Netherlands

" Fuceimile No.

—T;lnpdnur No.

m

3. Further obzervations, if necessary:

4 A copy of this novfication has bean sent 10:

m the recslving Offloe D the designated Offices concormned

D the imernetiona! Searching Authority @ the sleoted Offices concemed

[X] the intemational Preliminary Examining Authortty [ ather:

The intarnational Burssu of WIPO Authorized offloer
34, chemin des Colombettes Frédéric SONTAG (Fax 338 8970)
1217 Genevs 20, Switzeriand
Facsimile No. [41-22) 338.88.7D Talsphons No. (41-22) 338 8391
Form PCTAR/308 (March 1984} 008820822
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TRATADODEC PERACI N DE PATENTES

PCT

NOTIFICACION DEL REGISTRO
DE UN CAMBIO

(Regla 92 bis. 1 del PCT e
Instrucciones Administrativas, Seccién 422)

Fecha de envio por correo (dia/mes/afio)
18 de Octubre de 2005 (18.10.2005)

PCT/US2004/007562

De la OFICINA INTERNACIONAL

o)\/

Para:

SCHREINER, Siegfried
Roche Diagnostics GmbH
Patent Department (TR-E)
Postfach 11 52

82372 Penzberg
Alemania

Archivo de rol'oro-ncla del solicitante o0 agente
21685 WO-SR

NOTIFICACION IMPORTANTE

Solicitud Internaclonal No.
PCT/EP2004/007562

Fecha de registro internaclional (dfa/mes/afio)
09 de Julio de 2004 (09.07.2004)

1. Las sigulentes indicaciones aparecieron en el registro en relacién con:

[ el solicitante B4 al inventor [ el agents [] el representante com(n
Nombre y Direccion
VRIESEMA-VAN VUGT, Martine Pals de Nacionalidad Pals de Residencia
Fluweelmos 6 NL NL
NL-3994 KR Houten No. Teléfono
Holanda
No. Facsimile

No. Teleimpresora

2. La Oficina Intemacional por el presente notifica al solicitante que el siguiente cambio se ha

registrado en relacién con:
[[]la persona_ [X] el nombre [ la direccién [ la nacionalidad [ la residencia
Nombre y Direccién
VAN VUGT, Martine Pals de Nacionalidad Pals de Residencia
Fluwegimos 6 NL NL
::;;::3: KR Houten No. Teléfono
No. Facsimile

No. Teleimpresora

3. Otras observaciones, sl fuese necesario:

B4 1a Oficina que reclbe
(] \a Autorided de Biisqueda Intemcional

4. Se ha enviado una copia de esta notificacion a:

[ 1as Oficinas designadas relacionadas
[X las Oficinas seleccionadas relacionadas

1211 Geneva 20, Switzeriand
Facsimile No.: (41-22) 338.89.70

B la Autoridad de Examen Preliminar intemacional [ otros:
The international Bureau of WIPO Funclonario autorizado
34, chemin des Colombettes Frédéric SONTAG (fax 338 8970)

Teléfono No.: (41-22) 338.8391

L _
Forma PCT/NB/A08 (Marzo 1804)




PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT Ta:
NOTIFICATION OF THE RECORDING
SCHREINER, Slegfried
OF A CHANGE Roche Diagnostica GmbH
. Patent Department X
(PCT Rule 92bis.1 and Postfach 11 b2z Diagncstics GmbH
Adminlstrative Instructions, Section 422) 82372 Penzberg = Dapartment Panzbem
Germa W
Dute of maiing (dey/monthiyesr) ny ;?* 27 Okt 2005
18 October 2005 {(18.10.2005) '
- — o
Applicant’s or agant’s flle reference )
21695 WO-SR IMPORTANT NOTIFICATION
intemational applicstion Noa. Intamnations! filing date (day/month/vear)
PCT/EP2004/007562 July 2004 {09.07.2004)
1. The following Indications appeared on record concaming:’
E the applicamt E the Inventar I:I the agent D the common rapresantativa
l Name and Address State of Nl'uﬂﬂllla State of Residonce o
gIRIESEIMA-VsAN VUGT, Martine NL ) NL
uwsasimos T
NL-3384 KR Houten Telsphone No.
Netherlands
[ Facslmile No.
[ Teleprimter No.

2. The Imemational Bureat hereby notifiaz the applicant that the following change has baen recorded conosrning:

D the person E the name D the nddress D the nationality EI the residence

Name and Address State of NatGonallty State of Residence
\FIIAN VlIJGT, l\élal'tina NL NL
uweelmos T,
NL-3994 KR Houten Telephane No.
Netheriands
Facaimile No.
Teleprinter No.

3 Further obssrvations, if necessary:

4. A copy of this notification has baan sent to:

[X] the recsiving Office [] the designated Offices conoemed
D the imternational Ssarching Authority E the slectad Officas concemed
[X] the imemational Preliminary Examining Authartty [[] omer:
The Internetions! Bursau of WIPO Authorized offlosr
1321-3&'":' ";' Cﬂhﬂbﬂ: Frédéric SONTAG (Fex 338 8970)
Facaimlle No. (41.22) 338.88.70 Telaphons No. (41-22) 338 8381
Form PCTAB/S08 (March 1864) 008823628
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PCT/EP2004/007562
C. INDICACIONES ADICIONALES (hoja adicional)

Solicitantes: F. Hoffman-La Roche AG, et al.
Referencla de Archivo del Solicitante: 21695 WO-SR
Solicitud Internacional No.: PCT/EP2004/007562

Indicaclones Relaclonadas con la Solucldn Periclal con respecto al Material Blolégico
Depositado al que se Refiera la Descripcién

Las Indicacionss relacionadas con material biolégico depositado estan todas contsnidas en
la descripcldn. No se requlere que las sigulentes indicaciones adicionales sean parte de Ia
descripcion y deben ser tratadas como “indicaciones separadas”, se relaclonan solamente
con la soluclén pericial.

Las Indicaciones adicionales hechas a continuacidn estan relaclonadas con e material
blolégico depositado, referido como:

<IGF-IR>HUMAB-Clon18 DSM ACC2587
<IGF-IR>HUMAB-Clon 22 DSM ACC2504

En la deecripcién en la pagina 5.
Las Indicaciones adiclonales son:

Pera la designacidon CA (Canada):

Con respecto a la designacion de Canadé, las muestras del material blolégico depositado
estaran disponibles hasta la Adjudicaclén de ia patente Canadiense, o hasta Ia fecha en la
cual la solicitud es negada, o as abandonada y nunca méas sujeta a restitucién, o su retiro,
como $e proves an las Reglas 107 y 108 de las Reglas de Patente, bajo sl Acto de Patente
Canadiense, solamente mediante la emisién de una muesira & un experto independiente
nombrado por el Comisionado (Regla 104(4)).

Para la designacion EP (Patente Europea):

Con respecto a la designacién de la EPQO, las muestras del material bloldgico depositado
estardn disponibles hasta la publicacion de la mencidén de concesion de la patente Europea,
o hasta 20 aflos a partir de la fecha de registro si la solicitud es rechazada o retirada, o si 36
considera retirada, segin se provee en la Regla 28(3) de las Regulaciones De
Implementacién, bajo la EPC, solamente mediante la emlisién de una muestra a un axperto
independiente nombrado por el peticionario (Regla 28(4) EPC).

Para la designacion SG (Singapur):

Por medio de la presente, el Solicliante da aviso de nuestra intencion que las muestras del
cultivo mencionado anteriormente sstardn disponibles solamente para loa expertos, de
acuerdo con el parrafo 3 del Cuarto Programa de las Reglas de Patentes 1895,

[2a
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Referencia de Archivo del Solicitante o Agente: Salicitud Internacional:

21885 WO-SR PCT/EP2004/007562

INDICACIONES RELACIONADAS CON MICROORGANISMOS DEPOSITADOS U OTRO
MATERIAL BIOLOGICO

(PCT Regla 13 bis)

A. Las Indicaciones hechas a continuacién se relaclonan con a! microorganiamo depositado
u ofro material blolégico al que se reflere la Descripcién en la pégina 5, Iinea tabla

B. IDENTIFICACION DEL DEPOSITO
Depdsitos adicionales se identifican en una hoja adicional

Nombre de |a institucion depositaria
Deutsche Sammiung von Mikroorganismen und Zellkulturen GMBH (DSMZ)

Direcclén de la institucion depositaria (inciuyendo cddigo postal y pals)
Mascheroder Weg 1b

D-38124 Braunachweig

Alemania

Fecha del depésiio: * | NOmero de Acceso:
10.04.2003*/08.05.2003" DSM ACC2587*, DSM ACC 2504™

C. INDICACIONES ADICIONALES (dejar en blanco sl no aplica)
Esta Informacién continGia en una hoja adiclonal

indicacionea relacionadas con la Solucidn Experta con respecto al material biolégico
depositado DSM ACC2587, y DSM ACC2584

D. ESTADOS DESIGNADOS PARA LOS CUALES SE HACEN LAS INDICACIONES
ADICIONALES (Si las indicaciones no son para todos los Estedos designados)

E. SUMINISTRO SEPARADO DE INDICACIONES (dejar en bianco si no aplica)

CA (Caneda), EP (Patente Europea), SG (Singapur)

Las |nd|cacl6nas listadas a continuacion serdn sometidas al Buerau Internacional después
(especifique la naturaieza general de ia indicacién, e.g., “Numero de Acceso del Depdsito®)

Para uso de la Oficine Receptora Solamente

Para uso del Buerau Internaclonal Solamente

Esta hoJa fue recibida con la solicitud
Intemacional

Esta hoja fue recibida por el Bureau
Internacional el 13 de Oct de 2004

Funcionario Autorizado

Funclonario Autorizado

(Firma)

">
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C. ADDITIONAL INDICATIONS (sdditionsl shest)

Applicants : F, Hoffmann-La Roche AG, etal.

Applicants file reference  : 21695 WO-SR

International application No. : PCT/EP2004/007562 |peco 1 30CT 2004
WIPO

Indications Relating to the Expert Solution in Respect of Deposited Biological Material
Referred to in the Description

The indications relating to deposited biological material are all contained in the description.
The following additional indications are not required to be part of the description and
should be treated as “separate indications.” They relate only to the expert solution.

The additional indications made below relate to the deposited biological material referred
to gs: .

<IGF-1R>HUMAB-Clone 18 DSM ACC2587

<IGF-1IR>HUMAB-Clone 22 DSM ACC2594
in the description on page 5.

The additional indications are:
For CA (Canada) designation:

In respect of the designation of Canada, samples of the deposited biclogical material will be
made available unti] the grant of the Canadian patent, or until the date on which the
application is refused, or is abandoned and no longer subject to reinstatement, or is
withdrawn, as provided in Rules 107 and 108 of the Patent Rules under the Canadian
Patent Act, only by the issue of a sample to an independent expert nominated by the <
Commissioner (Rule 104(4))

For EP (European Patent) designation:

In respect of the designation of the EPO, samples of the deposited biological material will
be made available until the publication of the mention of the grant of the European patent,
or until 20 years from the date of filing if the application is refused or withdrawn or is
deemed to be withdrawn, as provided in Rule 28(3) of the Implementing Regulations
under the EPC, only by the izsue of a sample to an expert nominated by requester (Rule
28(4) EPC).

il }

For SG (Singapore) designation:

Applicants hereby give notice of our intention that semples of the above-identified culture
shall be available only to experts in accordance with paragraph 3 of the Pourth Schedule to
the Patents Rules 1995,

79
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Applicant's or sgeot's Trrtecrmtional spplication No,
Elo reference 24895 WO-SR PCT/EP2004/007582

INDICATIONS RELATING TO DEPOSTTED MICROORGANISM
OR OTHER BIOLOGICAL MATERIAL

(PCT Rule 13515

A MMWWMDMWMGMMMMMhmhm
enpage B ,lne table

B. IDENTIFICATION OF DEPOSIT Porther depostis are identified on an additiorm] sheet D

Nams of depoatery ingtiration
Dautsche Sammiung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)

Addrems of depositery institation finchuding posial code and country)
Maschemder Wag 1b

D-38124 Braunschweig

Garmmany

Dats of deposit Ancearion Nosrber
10.04.2003"* / 09.05.2009* DSM ACC258T*, DEM ACC 2504*

C. ADDITIONAL INDICATIONS (lacve blank {fnot applicable) ~ Thia informtion is coutimmed on an addition] sheet [

indications reiafing to the Expert Solution in respect of the deposited biological material DSM ACC2587, and
DSM ACC 2584

D. DESIGNATED STATES FOR WHICH INDICATIONS ARX MADE (¥ the tndications are not for all dexignated Staies)

CA (Canada), EP (European Patent), SG (Sngepore)

B SEPARATE FURNISEING OF INDICATIONS (Zewre blimnk i not applicabls)

"Tio Indicaticns Hated below will be submitied to the Intarnafional Duresn 1aier (specily the genaral nafure of the Iedicationt ag, "Accezsion
Nember of Deposit)

For recelving Office uge cnly For Internanional Burest use oy = s
[[] This sheot was received with the imemmional appiication [ﬂ This sheet waa recatved by the Faternationsl Buress on:
l’_3 OCT 2004
Anthorized officer Autharized afficer
H. H@A&abﬁ.— —~_Z\ .

Fopa PCT/RO/134 (uly1998; reprint Jarmary 2004)



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES ':1‘>
PCT . ’))

REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD

- (Capitulo II del Tratado de Cooperacién de Patentes)
(PCT Articulo 36 y Regia 70)
‘Registro de referencia del
solicitante o agente PARA FUTURAS ACCIONES Ver Forma PCT/IPEA/416
Case 21695 WO-SR
Solicitud Internacional No. Fecha de registro internacional | Fecha de prioridad
(dia/ mes/afio) (dta/mes/aiio)
PCT/EP2004/007562 09.07.2004 10.07.2003

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o clasificacién nacional e IPC
CI12N15/13, C12N5/16, A61K39/395

& ici r
F. HOFFMANN-LA ROCHE AG et al.

1. Este reporie es el reporte de examen preliminar internacional, establecido por esta Autoridad
Examinadora Preliminar Internacional bajo el Arficulo 35 y trasmitido al solicitante de
conﬁ_:mnidadoonelArchloSG. /

8

2, Este REPORTE consta de un total de hojas, incluyendo esta cardtula.

3. BEste reporte también es acomparfiado por ANEXOS, que comprenden:
& [[] (eviado al solicitente y a la Oficing Internacional) un total de_______ hojas, como sigue:

[0 hojas de la descripcién, reivindicaciones y/o dibujos los cuales han sido modificados y son Ia
base de este reporte y/o hojas que contienen rectificaciones autorizadas por esta Autoridad (ver
Regla 70.16 y Seccién 607 de las Instrucclones Administrativas).

[0 hojas que reemplazan hojas anteriores, pero las cuales esta Autoridad considera que contienen
una modificacién que va mds allé de la revelacidn en la solicitud internacional como se
present’, como se indic6 en el ftem 4 de la Casilla No. I y la Casilla Suplementaria.

b. [ (enviado dinicamente a la Oficina Internacional) un total de (indicar Hpo y miimero de medio(s)
electrénico(s)) » que contenen un listado de secuencies y/o tablas con ello,
Gnicamente en una forma legible en computador, como se indicd en la Casilla Suplementaria
Relacionada con el Listado de Secuencias (ver Seccién 802 de las Instrucciones Administrativas).

4, Este reporte contiene indicaciones relacionadas con los siguientes ftems:

(K CasillaNo.I  Besesdel Reporte

[0 CasillaNo. Il Prioridad

CasillaNo. Il  No establecimiento de opinidn respecto a novedad, nivel inventivo y
aplicabilidad industrial.

BJd CasillaNo.IV  Falta de unidad de invencién

Bd CasillaNo.V Afirmacién razonada de conformided con el Articulo 35(2) con respecto a

novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que
sustentan dicha afirmacion .

[[] CasillaNo.VI Ciertos documentos citados
[] CasillaNo. VIl Clertos defectos en la solicitud internacional
[[] CasillaNo.VIll Clertas observaciones sobre la solicitud internacional

Fecha de presentacifn de la demanda Fecha de terminacién de este reporte
31.01.2005 . 04.11.2005
Nombre y direccién de carreo de la Autoridad de Funcionario autorizado
m preliminar internacional
Patent Office-P.B. 5818 Patentlaan 2 Vadot, P
¥elf' 110 540 2056 T 31 631 eponi
- n
Fox- +31 70 340 - 3016 ¢po Teléfono No. +31 70 340-

Forma PCT/IPEA/409 (portada) (Enero 2004)



« _PATENTABILIDAD

- Solicitud internacional No. 'b(\
REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PCT/EP2004/007562

Casilla No. I Bases del reporte

1. Respecto al idioma, este reporte se basé en la solicitud internacional en el idioma en el cual fue
presentada, a menos que se indique lo contrario segiin este item.

[(] Este Reporte se basé en una traduccién del idioma original al siguiente idioma, el cual es el
idioma de una traduccién suministrada para los propdaitos de:

] bﬁsquedn internacional (segtin la Regla 12.3. y 23.1 (b)).
[[] publicacién de la solicitud internacional (segiin la Regla 12.4)
[] examen preliminar internacional (segtin las Reglas 55.2 y/o 55.3).

2. Respecto a los elementos de la solicitud internacional, este reporte se basa en (Piginas de remplazo que han
sido suministradas a la oficina receptora en respuesta a una invitacién bajo el articulo 14 estin referenciados
en este reporte como “presentados originalmente” y no estin anexos a este reporte):

Descripcién, Piginas
1-47 como se presentaron originalmente
Listado de Secuencias parte de la descripcién, Pigomas
199  como se presentaron originalmente
Redvindicaciones, Nimeros
119 comose presentaron originalmente
Dibujos, Hojas
1/12-12/12 como se presentaron originalmente

1a secuencia numerada y/o alguna tabla(s)-ver Casilla Suplementarin a la Secuencia Numerada

3.[] Las modificaciones resultaron en la cancelacién de:

[] Iadescripcion, paginas

las reivindicaciones, Nos.

los dibujos, hojas/ figuras

listado de secuencia (especificar)

cualquier tabla(s) relacionadascon Ia serie de listados (especificar)

0000

4.[] Este reporte ha sido establecido como si (alguno de) los anexds corregidos a este reporte y numerado antes
no ha sido hecho, desde que ellos han sido considerados a través de la presentacién original, como esta
indicado en la casills suplementaria (regla 70.2(c))..

[] 1adeseripeion, péginas .
[] las reivindicaclones, Nos.
L] 1los dibujos, hojas/figuras

. O secuencia que enumern (especificar)
[J algunas tabla(s) relatando secuencia numerada (especificar)

*zi el Item 4uplica,llgunuptodluquelluhojupuadmm marcadas “reemplazadas”

Forma PCT/IPEA/409 (Enero 2004)
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- REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Solicitud internacional No.
PATENTABILIDAD ) PCT/EP2004/007562

Casilla No. IIl. No establecimiento de opinién respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

1. Las cuestiones de si la invencién reivindicada parece ser novedosa, involucrar nivel inventivo (ser no obvia)
o ser industrialmente aplicable no han sido examinadas respecto a:

El toda la solicitud internacional
las reivindicaciones Nos. 1-5 (todas parcialmente; 16-17 como a IA; 18 (completamente)
porque:

E_ dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 16, 17 como a IA se relacionan con la
siguiente materia objeto las cuales no requieren examen preliminar internacional (especiftcar):
ver hoja separada

D Ia descripcién, reivindicaciones o dibujos (indique elementos particulares a continuacién) o dichas
reivindicaciones Nos. son tan imprecisas que no pudo formarse una opinién significativa (especifique):

D las reivindicaciones o dichas reivindicaciones Nos. estin sustentadas tan inadecuadamente por la
descripcidn que no pudo formarse una opinidn significativa.

E no se ha establecido un reporte de bisqueda internacional para dichas reivindicaciones Nos. 1-5 (todas
parcialmente); 18 (completamente)

I:I el listado de secuencia de nucleétidos y/o aminodcidos no cumple con la norma proporcionada por
el Anexo C de las Instrucciones Administrativas en que:

Ia forma escrita [] no ha sido suministrada
D no cumple con la norma
Ia forma legible en computador [ | no ha sido suministrada
D no cumple con la norma
D llstlblnsrehqonndasconelhshdodesecumdenucleéhdosy/onmmolados,mﬁx&nmmtem

forma legible en computador, no cumple con los requerimientos técnicos propomonadon por el
Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas.

[] Ver Casilla Suplementaria para detalles adicionales.

Rorma PCT/TPRA /408 (Fnem 2004)



Solicitud internacional No. \\\
REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL PCT/EP2004/ 007562
SOBRE PATENTABILIDAD '

Casilla No. IV Falta de unidad de invencion

1 En respuesta a la invitacién para restringir o pagar derechos adicionales el solicitante ha:
D restringido las reivindicaciones.
[] pegado derechos adicionales.
D pagado derechos adicionales bajo protesta.

Erﬁmtnngld' ido ni pagado derechos adicionales.

2 D Esta Autoridad encontréd que el requisito de unidad de invencién no se ha cumplido y escogié, de
conformidad con la Regla 68.1, no invitar al solicitante para que restrinja o pague derechos
adicionales.

3. Esta Autoridad considera que el requisito de unidad de invencién de acuerdo con las Reglas 13.1,13.2 y
133 es

D se ha cumplido.
& no se ha cumplido por las siguientes razones:
ver hoja separada

4. Por consiguiente, las siguientes partes de la solicitud internacional fueron el objeto del  examen
preliminar internacional para establecer en este reporte:

[[] Todas las partes.

Las partes que se relacionan con las reivindicaciones Nos. 1-17, 19.

Casilla No. V Afirmacién razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, nivel inventivo o
aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Afirmacidn
Novedad (IN) St: Reivindicaciones 1-17,19
No: Reivindicaciones
Nivel inventivo (IS) Si: Reivindicaciones

No: Reivindicaciones 1-17,19

Aplicabilidad industrial (IA) St: Reivindicaciones 1-15, 19
No: Reivindicaciones
2, Citaclones y explicaciones (Regla 70.7):
ver hoja separada

Forma PCT/IPBA/409 (Enevo 2004)
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REPORTE FRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Solicitud internacional No.
- PATENTABILIDAD PCT/EP2004/ 007562

Casilla Suplementaria Relacionada con el Listado de Secuencia

Continuacién de 1a Casilla 1, ftem 2:

1. Respecto a cualquier nucle6tido y/o secuencla aminoécida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invencién reivindicada, esta reporte se ha establecido segtn:

a. tipo de material:

B un listado de secuencia *
] tabla(e) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material:

en formato escrito
[X] en formato legible por computador

c. tiempo de presentacién/suministro:

B contenido en la solicitud internacional segdn se registro.

D4 registrada junto con Ia solicitud internacional en formato legible por computador.

[[] proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para los propésitos de biisqueda y/o examen
[] recibida por esta Autoridad como una enmienda en

2 [] Ademss, en el caso en que mas de una versidn o copia de un listado de secuencia y/o tabla relacionada
con eflo se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en Ia solicitud segdn se presentd o no va mis allé
de la solicitud segdn se registré, segdn lo apropiado, fueron suministradas.

3.. Comentarios adicionales si es necesario:

Farma PCT/IPEA/409 (Enero 2004)
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sREPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL

SOBRE PATENTABILIDAD
(HOJA SEPARADA) Solicitud internacional No.
PCT/EP2004/007562
Re Jtem Il

No se establece oplnién con respecto a la novedad, nivel Inventivo y apiicabilidad Industrial.

31 Las relvindicaciones 16-17 Involucran composiciones o sustanclas en un método para el tratamiento del
cuerpo animalhumano.

Para la evaluacién de las presentes relvindicaciones 16-17 acerca de la pregunta si son aplicables
Industriaimente, no exlste un criterio unificado en los Estados Contratantes de PCT. La patentabilidad tamblén
puede depender de la formulacién de las relvindicaciones. La EP, por ejemplo, no reconoce como
Iindustriaiments aplicable el objeto de las relvindicaclones para el uso de un compuesto en un tratamiento
médico y el uso de dicho compuesto para la fabricacién de un medicamento para un nuevo tratamiento médico

32 No se realizard Examen Preliminar Intemacional con respecto al objeto que no esta cubierto por el
reporta de basqueda (Regia 66.1 (e) PCT).

Las presentes relvindicaciones 1-5 estén relacionadas con un anticuerpo definido por referencla a una
caracteristica o propledad deseable, a saber:

- relacién de valores IC50 o Inhiblcién de 1:3 a 3:1,

- inhibe por al menos 80% a una concentracién de fosforilacién IGF-IR § nM,
- no muestra actividad estimulada por IGF-IR,

- induce la muerte cslular del 20%,

- anticuerpo humano o humanizado

- Kd de aproximadamente 10e-13 a 10e-8 M.

Las relvindicaciones cubren todos los productos que tienen este caracteristica o propledad, mientras que la
solicitud provee soporte dentro del significado del Articulo 8 PCT y/o revelacién dentro del significado del
Artlculo_-s PCT para solamente un nimero muy limitado de tales productos. En el caso pregente, Ias
reivindicaciones carecen tanto de soporte, y la solicltud carece tanto de revelacién, que es Imposbie una
blsqueda significativa sobre el alcance total relvindicado. Independientements del mzonamiento anterior, las
relvindicaclones tamblén carecen de claridad (Articulo 6 PCT). Se hace un Intento pare definir el producto por
la referencia a un resultado a ser alcanzado. De nuevo, esta falta de claridad en el caso presente es tal que
hace imposible una bisqueda significativa sobre el aicance total relvindicado. En consecuencia, se ha
reallzado la bisqueda para aquellas partes de las relvindicaclones que parecen estsr clares, soporiadas y
reveladas, a saber la relvindicacién 8.

Forma PCT/Hoja Sepamda 409 (Hoja 1) (EPO-Emo 2004)



REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud internacional No.
SOBRE PATENTABILIDAD -
(HOJA SEPARADA) PCT/EP2004/ 007562

Re ttemn IV

Falta de Unidad de Invenclién

El problema es proveer anticuerpos que se enlazan a IGF-IR e Inhibe el enlaza de IGF-] e IGF-1l a IGF-IR.

Las soluclones propuestas son:

1) Un anticuerpo que se enlaza a IGF-IR e Inhibe el enlaza de IGF-! e IGF-Il a IGF-IR, con las
caracteristicas de la relvindicacion 1.

2) Un método para Ia seleccién de un anticuerpo contra IGF-IR que no tiene propiedad agonistica.
La caracteristica técnica del método de la relvindicacion 18 reside en el paso de observar la ausencia de
propledad agonistica de los compuestos candidatos en un ensayo de seleccion. No existe relacién de
fabricacién entre el método de seleccién y los anticuerpos relacionados. Adiclonaiments, el méiodo de
geleccién no ea un método para usar loa anticuerpos relvindicadoa. En ausencla de cualquler enseflanza en
cuanto a la estructura requerida para que un anticuerpo actie sin propiedad agonistica, no hay un solo
concapto que relacione el método a los anticuerpos relaclonados. Asl, carece de unidad de invenclén (a prior).

Re ltem V

Declaraclén razonada con respecto a la novadad, nivel inventive o aplicabllidad Industrial; citaciones y
axplicaclones que soportan dicha declaracién.

Se hace referencta a los siguientes documentos:

D1: WO-A-02053506

Novedad:

Forma PCT/Hoja Scparada 409 (Hoja 2) (EPO-Enero 2004)
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REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud internacional No.
SOBRE PATENTABILIDAD

El documento D1 revela (las referencias en paréntesis que aplican a este dbcumanto): anticuerpos humanos
contra el receptor IGF-I. Estos anticuerpos tienen alguna caracteristica funclonal especifica como por ejemplo,
inhiben la fosforilacién de tirosina Inducida por IGF-IR (ver relvindicacion 3).

La presente solicitud cumple los criterios del Articulo 33(1) PCT, porque el objeto de Ias reivindicaclones 1-17,
18 es nueva sobre D1 en el sentido de! Articulo 33(2) PCT.

Nive! Inventivo:

El documento D1 es considerado como la técnica previa més cercana al objeto de las relvindicaciones 1-17, 19,
y revela (las referencias en paréntesis que aplican a este documento) anticuerpos humanos contra el receptor
IGF-l. Estos anticuerpos tienen alguna caracteristica funclonal especifica como por ejemplo, Inhiben la
fosforllacién de tirosina Inducida por IGF-IR {ver reivindicaci6n 3).

Parece que sl existen al menos dos anticuerpos diferentes, el de D1 y el otro en la presents solicitud. Es muy
improbable que estos anticuerpos elevados a un antigeno particular compartan una secuencia de amino écido
idéntica, por lo tanto hay una diferencia, el efecto de esta diferencia no es conocido.

El problema objetivo a ser resuelto por la presents invencién ea la provision de ofro anticuerpo que se enlaza a
IGF-IR. No hay un efecto especlal asociado con el anticuerpo de la solicitud, comparado con el anticuerpo
revelado en D1.

En ausencia de cualquier efecto técnico sorprendente o Inesperado del Ab de la presente Invencidn, la simple
provisién de un anticuerpo diferents no es suficlente para garantizar el reconocimiento de un nivel inventivo.

La presents aoll;:lhid no cumple los criterios del Articulo 33(1) PCT, porque el objeto de las relvindicaciones 1-
17, 19 no involucra un nivel Inventivo en el sentido del Articulo 33(3) PCT.

Forma PCT/Hoja Separada 409 (Hojs 3) (EPO-Enaro 2004)



- PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY
(Chapter 1| of the Patent Cooperation Treaty)

\\\o 2

(PCT Article 36 and Rule 70)
lcant's flle refe
;‘1’"6'95 wg-smn'“ rence FOR FURTHER ACTION See Form PCTAPEAR1G
Intamational application No. Iniemational fing dale (deynonthvyear) Priority date (dayfnonthiear)
PCT/EP2004007562 00.07.2004 10.07.2003

intemational Patent Clasatiication (IPC) or national casaification and IPC
C12N15/43, C12N516, AB1K38885

Applicant
F. HOFFMANN-LA ROCHE AG et al.

——

1.  Thia report is the international preliminary examination report, aatablished by thia international Preliminary Examining
Authority under Articie 35 and transmiited to the applicant according to Article 38.

2. This AEPORT conelets of a total of B sheets, including this cover shest.
3. Thia report ls also accompanied by ANNEXES, comprising:
a. [0 sent io the appiicant and io the intemnational Bureau) a total of sheets, as follows:

O sheets of the description, claims andbr drawings which have been amended and are the baals of this raporl

andbr sheets containing rectifications authorized by this Authority (see Rule 70.18 and Section 807 of the
Administrative Instructions).

[0 sheets which supersede earller sheets, but which this Authority congiiers contaln an amendment that goes

beyond the disclosure In the intemetional application as fled, as indicated In tem 4 of Box No. | and the
Supplemental Box.

b. [0 (sent io the intemational Bureau only) a total of (Indicats type and number of electronic

s)) , conalning a -

carrer(
sequance |lsting andbr tables related thersto, In compuier readabie form only, as indicated In the Supplemental

Bax Relating to Sequence Listing {see Section 802 of the Adminisirative Instructions).

4. This repont containa indications relating o the following tems:

® BoxNo.| Basiaof the opinion

O BoxNo.ll  Priorty

BoxNo.lll  Non-establishment of opinion with regard to novelly, inventive step and Industrial appiicability

B BoxNo.IV  Lack of unlity of invention !

B BaxNo.V  Reasoned statement under Article 35(2) with regard to navelly, lnventiva stap or industrial
applicablfity; cliations and explanations aupporting such statement i

[0 Box No.VI Certaln documents cltad L

[0 BoxNe.VIl Certaln defects in the international application ;

0 Box No. Vil Certaln cbservations on the intemational application

Data of compistion of this report

Dats of submission of the demand k (_
81.01.20056 04.11.2005
]
Nama and malling adiress of the ntemational Authorized Officar X
praliminary @amining authority: ,‘"‘\ "
European Patant Offce - PB 5818 Patentaan 2 : \ N
NL-2280 HV Rijswijk - P Vadot, P ‘
Mo ety 70340 i TL 31 &8 851 epo nd ¥
Fax +31 70 340 - 3016 Talaphons No. +31 70 340- WS

Form PCTAPEA/408 (Caver Sheet) (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT intemational application No, |
ON PATENTABILITY PCTEP2004007562

Box No.| Baasls of the report

1. With regard to the language, this report is based on the intemational application in the leanguage in which it waz;:
filed, uniess otherwise indicated under this item.

O This report Is based on translations from the original language into the following language ,
which s the language of a translation fumished for the purposes of:
O Intenational search (under Rules 12.3 and 23.1(b))
O publication of the intemational application (under Rule 12.4)
O intemational preliminary examination (under Rules 552 andbr 55.3)

2. With regard to the elements* of the international application, this report is based on (raplacement sheats which
have been furnished to the recelving Office In response to an invitation under Article 14 ars referred io in this
report as “originally fled" and are not annaxed o this report):

Description, Pages
1-47 as originally fllad

Sequence listings part of the description, Pages
18 as originally flled

Claima, Numbers

1-19 as originally filed
Drawinge, Sheets
th2-12n2 as originally filed

B a sequence isting andbr any related iable(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Llsting

3. 0 The amendments have resulted In the cancellation of:

O the deacription, pages
0O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs
O the sequence listing (specify}): .
O any table{s) related to sequence listing (specify):

4. O This report has been estahlished as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below
had not been made, since they have been considered to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the
Supplemental Box (Rule 70.2(c)).

O the description, pages

1 the claims, Nos.

O the drawings, sheetafigs

O the sequencs listing (specify):

I any table(s) related to sequence listing {specify):

* If ltem 4 applias, some or all of these sheets may be marked "superseded.”

Form PCTAPEA/400 (Junuary 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT Intemational application No.
ON PATENTABILITY PCT/EP2004/007562

Box No. il Non-establishment of opinlon with regard to novetty, Inventive step and induetrial
applicablilty

1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an Inventive step (to be non-
obvious), or to be industrially applicable have nat been examinad in respact of;

Q
B

the entire international application,
claims Nos. 1-5 (all partially); 16-17 as 1o |A ; 18 {compietely)
because;

the said international application, or the said claims Nos. 16,17 as to |A relate to the following subject
matter which doas not require an intemnational preliminary examination (specify):

see separnie sheet

the description, claims or drawings ({indicate particular elements beiow) or said claims Nos. are so unclear

that no meaningful opinion could be formed {specify).

the claims, or said claims Nos. are so Inadequately supported by the dascription that no masningful opinion--

could be formed.

no intemnational search report has been established for the sald claima Nos. 1-5 (all partially); 18
(completely)

the nucleotide andior amino acid saquence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Inatructlons In that

the written form O haa not been furnished

O  does not comply with the standard
the computer readableform 1 has not been fumished

O does not comply with the standard

the tables related to the nucleotide andbr amino acld sequence listing, if in computer readable form only, do
not comply with the tachnical requirements providad for in Annex C-big of the Administrative Instructions.

See sapamte sheet for further details .

Form PCTAPEA/ 408 (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT Intemational application No.

ON PATENTABILITY PCT/EP2004007562

Box No. IV Lack of unity of invention

1.

® In response to the invitation to restrict or pay additional fees, tha applicant has:
O restricted the claims.
O paid additional fees.
O paid additional fees under protest.
B neither restricted nor pald additional fees.

2. O This Authority found that the requirement of unlty of invention Is not complled with and chose, according to

Rule 68.1, nat to Invite the applicant to restrict or pay additional fees.

. This Authority conaiders that the requirement of unity of Invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3

is

1 complied with.

B not complied with for the following reasons:
sse spparate sheet .

Cansequently, this report has been established in respect of the following parts of the international application:. .

J allpans.

B the parts relating to claims Nos. 1-17,19 .

Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, Inventive step or Industrial
applicabliity; citations and explanations supporting such atatement

. Statement

Navelty (N) ' Yes: Claims 117,19
No: Claims

Inventive step (1S) Yaa: Claime
No: Claims 1-17,19

Industrial applicability (IA) Yes; Claime 1-15,19
No: Claims

Citationa and explanaticns {Rule 70.7):
soe separate sheet

Form PCTAPEA/ 408 (January 2004)



. INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT Intemational application No.
ON PATENTABILITY PCTEP2004007562 ‘

Supplemental Box relating to Sequencs Listing
Continuation of Box |, tem 2:

1. With regard to any nucleotide andior amino acld sequenca disclosed in the intemational application and
necessary to the claimed invention, this report haa been established on the basis of:

a. type of meterial:
B a sequence listing
O table(s) related to the sequencs listing
b. format of material:
B in written format
® in computer madable form
¢. ttme of filingfurnishing:
E contained In the intamational application as filed ~
B filed together with the intemational application in compiuter readable form
O fumished subsequently to this Authority for the purposes of saarch andbr examination
O received by this Authorily as an amendment on

2. O In addition, in the case that more than one version or copy of a saquence lIsting andbr table(s) relating .
thereto has been filed or furnished, the required statements that the information In the subsequent or '
additional coples is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed,
as appropriate, were fumnished.

3. Addltional obsarvations, if neceasary: '

Form PCTAPEA/400 (January 2004)
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INTERNAT! NAL PRELIMINARY International application No.

REPORT N PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/007562
Bellem lll

Non-establishment of oplnion with regard to novelty, Inventive step and industrial
applicability

3.1 Claims 16-17 involve compositions or substances in a method of treatment of the
human/animal body.

For the assessment of the present claims 16-17 on the question wether they are
industrially applicable, no unified criteria exist In the PCT Contracting States. The
patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The EP, for
instance, does not recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to the
use of a compound in medical treatment and the use of such a compound for the
manufacture of a medicament for a new medical treatment.

3.2 No Intemational Preliminary Examination will be carried out in respect of subject-matter
which is not covered by the search report (Rule 66.1(e) PCT).

Present claims 1-5 relates to an antibody defined by reference to a desirable characteristic
or property, namely : .

- ratio of IC50 values of inhibition of 1:3 to 3:1,

- Inhibits for at least 80% at a concentration of 5nM IGF-IR phosphorylation,

- shows no IGF-IR stimulating activity,

- induces cell death of 20%,

- human or humanized antiboedy,

- Kd of about 10exp-13 to 10exp-9 M.

The claims cover all products 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 products. 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 is Impossible. Independent of the
above reasoning, the claims also lack clarity (Article 6 PCT). An attempt is made to define
the product by reference to a result to be achieved. Again, this lack of clarity in the present
case is 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 claim 6.

Form PCT/Separate Shoel/408 (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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INTERNAT]I NAL PRELIMINARY Intemational application No.

. REPORT N PATENTABILITY !
(SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/007562 '
Beltem IV
Lack of unitv of i t

The problem is to provide antibodies binding IGF-IR and inhibiting the binding of IGF-i
and IGFI to IGF-IR.

The proposed solutions are: .

1) An antibody binding to IGF-IR and inhibiting the binding of IGF-l and IGF-Iil to IGF-IR !
with the characteristics of claim 1.

2) A method for the selection of an antibody against IGF-IR not having agonistic |
property.

The technical feature of method claim 18 resides in the step of observing the absence
of agonistic property of the candidate compounds in a screening assay. No
manufacturing relationship exists between the screening method and the claimed
antibodies. Further, the screening method is not a method of using claimed antibodies.
In the absence of any teaching as to the structure required for an antibody to act
without agonistic property, there Is no single concept that links the method to the
claimed antibodies. Thus, unity of Invention is lacking (a prior).

Be item V
Reasoned statement with regard to novelty, Inventive step or industrial applicabllity;
citations and explanations supporting such statement

Reference is made to the following documents:
Di: WO-A-02053596

Novelty:

Form PCT/Saparate Sheet/408 (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No.
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/007562

The document D1 discloses (the references in parentheses applying to this document):
human antibodies agalnst IGF-| receptor. These antibodies have some specific functional
feature as for instance they inhibit IGF-IR-induced tyrosine phosphorylation (see claim 3).

The present application meets the criteria of Article 33(1) PCT, because the subject-matter
of claims 1-17,19 is new over D1 in the sense of Article 33(2) PCT.

Inventive step:

The document D1 is regarded as being the closest prior art to the subject-matter of claims
1-17,19, and discloses (the referances in parentheses applying to this document) human
antibodies against IGF-I receptor. These antibodies have some specific functional feature
as for instance they inhibit IGF-IR-induced tyrosine phosphoryiation (see claim 3).

It appears as if at least two different antibodies exist, the one In D1 and the other one in
the prasent application. It is very unlikely that these antibodies raised to a particular
antigen will share an identical amino acid sequence, so there is a difference, the effect of
this difference Is not known.

The objective problem to be soived by the present invention is the provision of another
antibody binding to IGF-IR. There is no special effect associated with the antibody of the
application compared to the antibody disclosed in D1.

In the absence of any surprising or unexpected technical effect of the Ab of the present
application, the simple provision of a different antibody is not sufficient to warrant the
recognition of an inventive step.

The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because the
subject-matter of claims 1-17,19 does not involve an inventive stap in the sense of Article
33(3) PCT.

Forn PCT/Saparats Sheet/408 (Sheet 3) (EPO-January 2004)
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ANTICUERP 8 CONTRA EL RECEPTOR I DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DE

TIPO INSULINICO Y USOS DE LOS MISMOS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Un anticuerpo unido a IGF-IR e inhibiendo la unién de
IGF-I y IGF-II a IGF-IR que se caracteriza en que dicho
anticuerpo es a) es del isb6topo IgGl, b) muestra una
proporcién de valores de CIsq de inhibicién de la unién de
IGF-I a IGF-IR a la inhibici6n de la unién de IGF-II a IGF-IR
de 1:3 a 3:1,. ¢} inhibe para al menos un 80% a una
concentracién de 5 nM la fosforilacién IGF-IR en un eneayoc de
fosforilacién celular wusando células 3T3 proporcionando
400.000 a 600.000 moléculas IGF-IR por célula en un medio que
contiene sueroc de ternera fetal inactivado por calor 0,5%
(FCS) cuando se compara con tal ensayo sin dicho anticuerpo,

Yy d) no muestra actividad estimulante IGF-IR medida como la

fosforilacién IGF-IR a una concentracién de 10 uyM en un
ensayo de fosforilaci6n celular wusando células  3T3
proporcionando 400.000 a 600.000 moléculas IGF-IR por célula
en un medio que contiene suero de ternera fetal inactivado
por calor 0,5% (FCS) cuando se compara con tal ensayo Bin
dicho anticuerpo tiene propieda&es mejoradéﬁ en una terapia

antitumoral.
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ANTICUERPOS CONTRA EL RECEPTOR I DEL PACTOR DE CRECIMIENTO DE

TIPO INSULINICO Y USOS DE LOS MISMOS

Caso 21695

La piresenle invencion se Leliete a aulluuelpos culilla
el receptor I del factor de crecimiento de tipo insulinico
(IGF-IR), métodos para su produccién, composiciones farma-
céuticas conteniendo dichos.anticuerpos, y usos de los mis-
mos.

El receptor 1 del factor de crecimiento de tipo insu-
linico (l1GF-IR, BEC 2.7.112, antigeno CD 221) pertenece a la
familia de las proteinas tirosinguinasas de transmembrana
(LeRoith, D., et al., Endocrin. Rev. 16 (1995) 143-163; y
Adams, T.E., et &l., Cell. Mol. Lif; Sci. 57 (2000) 1050-
1063). El IGF-IR se une a IGF-I con una elevada afinidad e
inicia la respuesta fisiol&égica a este ligando in vivo. El
IGF-IR también se une a IGF-1I, pero con una afinidad lige-
ramente inferior. La sobreexpresién del IGF-IR promueve la
transformacién neoplésica de las células.y aqui existe evi-
dencia de que el IGF-IR estd implicado en la transformacién
maligna de las células y es por lo tanto una diana util pa-
ra el desarrollo de agentes terapéuticos para el tratamien-
to del cancer (Adams, T.E., et al., Cell. Mol. Life Sci. 57
(2000} 1050-1063).

Los anticuerpos contra IGF-IR son bien conocidos en el
campo de 1a investigacién y son investigados por sus efec-
tos antitumorales in vitre e in vivo. (Benini, S., et al.,
Clin. Cancer Res. 7 (2001) 1790-1797; Scotlandi, K., et
al., Cancer Gene Ther. 9 {2002) 296-307; Scotlandi, K., et
al., Int. J. Cancer 101 (2002) 11-16; Brunetti, A., et al.,

Biochem. Biophys. Res. Commun. 165 (1989) 212-218; Prigent,
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S.A., et al., J. Biol. Chem. 265 (1990) 9970-9977; Li,
S.L., et al., Cancer lmmunol. Immunother. 49 (2000) 243-
252; Pessino, A., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun.
162 (1989) 1236-1243; Surinya, K.H., et al., J. Biol. Chem.
277 (2002) 16718-16725; Soos, M.A., et al., J. Biol. Chem.,
267 (1992) 12955-12963; Soos, M.A., et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA B6 (1989) 5217-5221; O'Brien, R.M., et al.,
EMBO J. 6 (1987) 4003-4010: Taylor, R., et al., Biochem. J.
242 (1987) 123-129; Soos, M.A., et al., Biochem. J. 235
(%986) 199-208; Li, S.L., et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 196 (1993) 92-9B; Delafontaine, P., et al., J. Mol.
Cell. Cardiél. 26 (1994) 1659-1673; Kull, F.C. Jr., et al.
J. Biol. Chem. 258 (1983) 6561-6566; Morgan, D.0., y Roth,
R.A., Biochemistry 25 (1986) 1364-1371; Forsayeth, J.R., et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987) 3448-3451; Schae-
fer, E.M., et al., J. Biol. Chem. 265 (1990) 13248-13253;
Gustafson, T.A., y Rutter, W.J., J. Biol. Chem. 265 (1990)
18663-18667; Hoyne, P.A., et al., FEBS Lett. 469 (2000) 57-
60; Tulloch, P.A., et al., J. Struct. Biol. 125 (1999) 1l1-
18; Rohlik, Q.T., et al., Biochem. Biophys. Rea. Comm. 149
(1987) 276-281; y Kalebic, T., et al., Cancer Res. 54
(1994) 5531-5534; Adams, T. E., et al., Cell. Mol. Life
Sci. 57 (2000) 1050-1062; Dricu, A., et al., Glycocbioclogy 9
(1995) 571-579; Kanter-Lewensohn, L., et al., Melanoma Res.
8 (1998) 389-397; Li, S.L., et al., Cancer Immunpl. Immu-~
nother. 49 (2000) 243-252). Los anticuqrpos contra IGF-IR
are también se describen en muchas otras publicaciones, por

ejemplo, Arteaga, C.L., et al., Breast Cancer Res. Treat-
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ment 22 (1992) 101-106; y Hailey, J., et al., Mol. Cancer
Ther. 1 (2002) 1349-1353.

En particular, el anticuerpo monoclonal contra IGF-IR
denominade aIR3 se utiliza ampliamente en la investigacién
del estudio de los procedimientos mediados por IGF-IR y en-
fermedades mediadas por IGF-I tales como cancer. Alpha-IR-3
fue descrito por Kull, F.C., J. Biol. Chem. 258 (1983)
6561~-6566. Mientras tanto, unas cien publicaciones han sido
publicadas tratando la investigacién y el uso terapéutico
de aIR3 respecto a su efecto antitumoral, por separado y
juntamente con agentes citostaticos téles como doxorubicina
Yy v@ncristina. El aIR3 es un anticuerpo monoclonal de rato-
nes que es conocido por inhibir la unién de IGF-I al recep-
tor IGF pero no la unién de IGF-II a IGF-IR. El aIR3 a ele-
vadas concentraciones estimula la proliferacién de células
tumorales y la fosforilacién del IGF-IR (Bergmann, U., et
al., Cancer Res. 55 (1995) 2007-2011; Kato, H., et al., J.
Biol. Chem. 268 (1993) 2655-2661). Existen otros anticuer-
pes (por ejemplo, 1H7, Li, S.L., et al., Cancer Immunol.
Immunother. 49 (2000) 243-252) que inhiben la unién de IGF-
II a IGF-IR de una manera mds potente que la unién a IGF-I.
Un resumen del contexto de la invenclién de anticuerpos y
sus propiedades y caracteristicas se describe por Adams,
T.E., et al., Cell. Mol. Life Sci. 57 (2000) 1050-~1063.

La mayoria de los anticuerpos descritos en el contexto
de la invencién son de origen murino. Tales anticuerpos no
son Gtiles, tal como se conoce en el contexto de la inven-

cién, para la terapia de pacientes humanos sin mas altera-

6o
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ciones como la quimerizacién o humanizacidén. Basandonos en
estos inconvenientes, loé anticuerpos humanos son claramen-
te preferidos como agentes terapéuticos en el tratamiento
de pacientes humanos. Los anticuerpos humanos son bien co-
nocidos en el contexto de la invencidéon (van Dijk, M.A., ¥y
van de Winkel, J.G., Curr. Opin. Pharmacol. 5 (2001) 368-
374). Basandonos en tal. tecnologia, se pueden producir an-
ticuerpos humanos contra una gran variedad de dianas. Ejem-
plos de anticuerpos humancs contra IGF-IR se describen en
WO 02/053596.

Sin embargo, alin exite una necesidad de anticuerpos
contra IGF-IR con beneficios convincentes para pacientes
con necesidad de terapia antitumoral. El beneficio relevan-
te para el paciente es, en términos simples, la reduccién
del crecimiento tumoral y una prolongacidén significativa
del tiempo de progresién causado por el tratamiento con el
agente antitumorogénico.

Resumen da la Invencién

La invencién comprende un anticuerpoc que se une a IGF-
IR e inhibe la unién de IGF-I e IGF-II a IGF-IR, caracteri-
zado en que dicho anticuerpo

a) es del isotipo IgGl,

* b) muestra una proporcién de valores Clsy de inhibicién de

la unién de IGF-I a IGF-IR frente la inhibicién de 1la
unién de IGF-II a IGF-IR de 1:3 a 3:1,

¢) inhibe en al menos un 80%, preferiblemente al menos en
un 50%, a una concentracién de 5 nM la fosforilacidén de

IGF-IR en un ensayo de fosforilacién celular utilizando
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células HT29 en un medio conteniendo un 0.5% de suero de
teto de ternera inacltivado por vcalor (I'CS) cuando se
compara con tal ensayo sin dicho anticuerpo, y

d} no muestra ‘actividad estimuladora de IGF-IR medida como
fosforilaciébn pkB a una concentracién de 10 pM en un en-
sayo de fosforilacién celular utilizando éélulas 3T3
proporcionando de 400.000 a 600.000 moléculas IGF-IR por
célula en un medic que contiene un 0.5% de suero de feto
de ternera inactivado por calor (FCS) cuando se compara
con tal ensayo sin dicho anticuerpo.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencién muestran
beneficios para los pacientes que necesitan una terapia an-
titumoral y proporcionan reduccién del crecimiento tumoral
y una prolongacién significativa en el tiempo de progre-
sién. Los anticuerpos de acuerdo con la invencién tiene
nuevas y creativas propiedades causando un beneficio para
un paciente que sufre una enfermedad asociada con la desre-
gulacién de IGF, especialmente una enfermedad tumoral. Los
anticuerpos de acuerdo con la ivencidn estén caracterizados
por las propiedades anteriormente mencionadas. Las propie-
dades son por lo tanto especialmente especificas para la
unién a IGF—IR,'la inhibicién de la unién de IGF-I e IGF-II
a IGF-IR en la proporcién anteriormente mencionada, siendo
del isotipo IgGl, y no activando la sefializacién de IGF-IR
incluso en células de scbreexpresién IGF-IR en una concen-—
tracién 200 veces superior a su valor CIsg. Los anticuerpos
qgue no tienen “actividad mimética IGF-I” aportan una fuerte

ventaja cuando se utilizan como agentes terapéuticos.
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Preferiblemente, un anticuerpo de acuerdo con la in-
vencidén adicionalmente induce la muerte celular del 20% de
las células o mas de una preparacién de células expresando
IGF-IR tras 24 horas a una concentracién de dicho anticuer-
po de 100 nM por ADCC.

Preferiblemente, ademas, los anticuerpos de acuerdo
con la invencién inqucen la muerte celular del 20% o mas
células de una preparacidén de célulgs expresando IGF-IR
después de 4 horas a una concentracién de dicho anticuerpo
de 100 nM por CDC.

Preferiblemente, a una concentracién de 5 nM los anti-
cuerpos de acuerdo con la invencién inhiben completamente
la seflal de transduccién de IGF-IR mediada por IGF-I en cé-
lulas tumorales.

La invencién también comprende 4acidos nucleicos. Los
polipéptidos codificados son capaces de unirse juntamente
con las otras cadenas respectivas de anticuerpos definidas
seguidamente:

a) una cadena pesada de anticuerpoc comprendiendo como CDRs
CDR1 (aa 31-35), CDR2 (aa 50-66) y CDR3 {aa 99-107) de
ID de SEC N°:1 6 3;

b) una cadena ligera de anticuerpo comprendiendo comoc CDRs
CDR1 (aa 24-34), CDR2 (aa 50-56) y CDR3 (aa 89-98) de ID
de SEC N°:2 6 4.

El anticuerpo es preferiblemente un anticuerpo mono-
clonal y, ademds, un anticuerpo quimérico (cadena constante
humana), un anticuerpo humanizado y especialmente preferi-

blemente un anticuerpo humano.

i
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El anticuerpo se une a IGF-IR humano (EC 2.7.1.112,
Swiggbrol FOBO0GS) en cumpelicidn con vl anlicuerpo 18.

El anticuerpo es ademés caracterizado por una afinidad
de 10™° M (Kp) o menor, preferiblemente de 10™° a 107 M.

El anticuerpo muestra preferil;lemente inhibicién de-
pendiente de concentracién no detectable de unién de IGF-II
al receptor. '

Preferiblemente, la invencién proporciocona anticuerpos
que comprenden como regiones determinantes complementarias
(CDRs) teniendo las siguientes secuencias:

a) una cadena pesada de anticuerpo comprendiendo como CDRs
CDR1 (aa 31-35), CDR2 (aa 50-66) y CDR3 (aa 99-107) de
ID de SEC N°:1 6 3;

b) una cadena ligera de anticuerpc comprendiendo como CDRs
CDR1 (aa 24-34), CDR2 (aa 50-?6} y CDR3 (aa 89-98) de ID
de SEC N°:2 6 4.

El anticuerpo es preferiblemente del tipo IgGl y por
lo tanto proporciona unién al complemento Clg e induce CDC.
El anticuerpo es ademds caracterizado por la capacidad de
unién del receptor IgGFc y de inducir ADCC.

El anticuerpo de acuerdo con la invencién prolonga
considerablemente el tiempo de progresién en modelos tumo-
rales de injertos heterdlogos relevantes en comparacién con
animales tratados con el vehiculc y reduce el crecimiente
tumoral. El anticuerpo inhibe la unién de IGF-I y IGF-II a
IGF-IR in vitro e in vivo, preferiblemente de una manera

similar para IGF-I e IGF-II.

La invencién ademd&s proporciona 1lineas celulares
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hibridoma que producep tales anticuerpos monoclonales anta-
gonisticos de acuerdo‘con la invencién.

Las lineas celulares hibridoma preferidas de acuerdo
con la invencién, <IGF-1R> HUMAB Clon 18 (anticuerpo 18) e
<IGF-1R> HUMAB Clon 22 (anticuerpo 22), se depositaron en
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

(DSMZ), Alemania.

Linea Celular N° de depbdsito | Fecha de depdsito
<IGF-1R> HUMAB-Clon 18 | DSM ACC 2587 10.04.2003
<IGF-1R> HUMAB-Clon 22 | DSM ACC 2594 09.05.2003

Los anticuerpos que obtenidos de dichas lineas celula-
res son reaiizaciénes preferidas de la invencion.

La invencién ademas proporciona acidos nucleicos que
codifican tales anticuerpos, vectores de expresién que con-
tienen dichos é&cidos nucleicos, y células huésped para la
produccidén recombinante de tales anticuerpos.

La invencién ademas proporciona métodos para la pro-

. duccién recombinante de tales anticuerpos.

La invencién ademds proporciona métodos para el trata-
miento del cancer, comprendiendo la administracién a un pa-
ciente diagnosticédo de cancer (y por lo tanto que esta en
necesidad de una terapia antitumoral) una cantidad efectiva
de un anticuerpo antagonista contra IGF-IR de acuerdo con
la invencién. El1 anticuerpo puede ser administrado sélo, en
una composicién farmacéutica, o alternativamente en combi-
nacién con un tratamiento citotéxico tal como radioterapia
0 un agente citotédxico o un pro-farmaco del mismo.

La invencidén ademéds comprende el uso de un anticuerpo

of
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de acuerdo con la invencién para el tratamiento de cancer y
para la elaboracion dJd= uhe cumpusicion Llarmdaceutica de
acuerdo con la invencién. Ademas, la invencién comprende un
método para la elaboracién de uUna composicién farmacéutica
de acuerdo con la invencidn.

La invencién ademis comprende una composiciédn farma-
céutica que contiene un anticuerpo de acuerdo con la inven-
cién con una cantidad farmacéuticamente activa, opcional-
mente junto con un tampén y/o un adyuvante Gtil para la
formulacién de anticuerpos para propésitos farmacéuticos.

La invencidén ademds proporciona composiciones farma-
céuticas que comprenden tales anticuerpos en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En una realizacién, la compo-
sicién farmacéutica puede estar incluida en un articulo o©
equipo de fabricacién.

La invencién ademas comprende un vector que contiene
un dcidec nucleico de acuerdo con la invencién, capaz de ex-
presar dicho &cido nucleico en una célula huésped eucariota
© procariota.

La invencién ademids comprende una célula huésped euca-
riota o procariota que comprende un vector de acuerdo con
la invencién.

La invencién ademas comprende un método para la pro-
ducciédn de un anticuerpo humano recombinante de acuerdo con
la invencién, caracterizade por la expresién de un &cido
nucleico de acuerdo con la invencidén en una célula huésped
procariota o eucariota y recuperar dicho anticuerpo de di-

cha célula. La invencién ademds comprende el anticuerpo ob-

%
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tenible mediante tal método recombinante.

La invencién ademids comprende un método para la selec-
cién de un anticuerpo contra IGF-IR a partir de una plura-
lidad de 'anticuerpos contra IGF-IR caracterizados en que se
realiza un ensayo de fosforilacién celular usando células
3T3 proporcionando de 400.000 a 600.000 moléculas IGF-IR
por célula en un medio que contiene 0,5% de suero de feto
de ternera inactivado por calor (FCS) con dichos anticuer-
pos, y dicheo anticuerpo se selecciona el que no muestra ac-—
tividad estimulante IGF-IR medida como fosforilacidén pkB a
una concentracién de 10 pM cuando se compara con tal ensayo
sin dicho anticuerpo. Preferiblemente el anticuerpo tiene
una o mids de las propiedades anteriormente mencionadas.

La invencién ademas comprende un método para la prepa-
racién de una composicién farmacéutica caracterizada en se-
leccionar un anticuerpo contra IGF-IR a partir de una plu-
ralidad de anticuerpos contra IGF-IR realizando un ensayo
de fosforilacidédn celular utilizando células 3T3 proporcio-
nando de 400.000 a 600.000 moléculas IGF-IR por células en
un medic conteniendo un 0,5% de sueroc de feto de ternera
inactivado por calor (FCS) con dichos anticuerpos y selec-
cionando dicho anticuerpo que no muestra actividad estimu-
lante IGF-IR medida como fosforilacién pkB a una concentra-
cién de 10pM cuando se compara con tal ensayo sin dicho an-
ticuerpo, produciendo dicho anticuerpc mediante expresién
recombinante, recuperande dicho anticuerpo y combinando di-
éﬁo anticuerpo con un tampén y/o adyuvante farmacéuticamen-

te aceptables. Preferiblemente el anticuerpo tiene una o

)
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mas de las propiedades adicionales anteriormente menciona-

das.

Descripcién detallada de la Invencién

El término “anticuerpo” abarca varias formas de anti-
cuerpos incluyendo pero no limitandose a anticuerpos com-
pletos, fragmentos de anticuerpos, apticuerpos humanos, an-
ticuerpos humanizados y anticuerpos disefiados genéticamente
siempre que las propiedades caracteristicas de acuerdo con
la invencién se mantengan.

Los "fragmentos de anticuerpo" comprenden una porciédn
de anticuerpos de longitud completa, generalmente al menos
la porcién de unibn'al antigeno o la regién variable del
mismo. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen di-
anticuerpos, moléculas de anticuerpo de cadena simple, in-
munotoxinas, y anticuerpos multi-especificos formados a
partir de fragmentos de- anticuerpos. Ademés, los fragmentos
de anticuerpos comprende polipéptidos de cadené anica que
tienen las caracteristicas de una cadena VH, particularmen-
te siendo capaces de unirse juntamente con una cadena VL ©
una cadena VL unida a IGF-1R, particularmente siendo capa-
ces de unirse juntamente con una cadena VH a un bolsillo de
unién de antigeno funcional y alli proporcionar la propie-
dad de inhibicién de la unidon de IGF-1 e IGF-II a IGF-IR.

"Fragmentos de anticuerpos” también comprende tales
fragmentos que por ellos mismos no son capaces de propor-
cionar funciones efectoras (ADCC/CDC) pero proporcionan es-
ta funcién de una manera de acuerdo con la invencién des-

pués de ser combinados con dominio(s) constantes de anti-
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cuerpos apropiades.

Los términos "anticuerpo monoclonal™” o "composicién de
anticuerpo monoclonal” tal. como se utilizan aqui se refie-
ren a la preparacién de moléculas de anticuerpos de una
composicién de aminodcidos Unica. Consecuentemente, el tér-
mino “anticuerpo monocleonal humano” se refiere a anticuer-
pos exhibiendo una tnica espéciﬁicidad de unién que tiene
regiones constantes y variables derivadas a partir de se-
cuencias de inmunoglobulinas de lineas germinales humanas.
En una realizacién, los anticuerpos monoclconales humanos
son producidos por un hibridoma que incluye un linfocito B
obtenido a partir de un animal no humano transgénico, por
ejemplo un ratén transgénico, teniendo un genoma que com-
prende una cadena pesada humana transgénica y una cadena
humana ligera transgénica fusionadas en una célula inmorta-
lizada.

El término "anticuerpo quimérico" se refiere a un an-
ticuerpo monoclonal que comprende una regién variable, esto
es, regién de unién, de una fuente o especies y al menos
una porcién de una regidén constante derivada de una fuente
o especie diferente, normalmente preparada mediante técni-
cas de DNA recombinante. Los anticuerpos quiméricos com-
prenden una regién murina variable y una regién constante
humana son especialmente preféridas. Tales anticuerpos qui-
méricos ratén/humano son el producto de genes inmunoglobu-
linicos expresados gque comprenden segmentos de DNA codifi-
cando regiones variables inmunoglobulinicas de ratén y seg-

mentos de DNA que codifican regiones constantes inmunoglo-
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bulinicas humanas. Otras formas de “anticuerpos quiméricos”
abarcados por la presentLe invencidn son aquellos en los que
la clase o subclase ha sido modificada o cambiada a partir
del anticuerpc original. Tales anticuerpos “quiméricos” son
también referidos como “anticuerpos de clase conmutada”.
Los métodos para la produccién de anticuerpos quiméricos
implican DNA recombinante convencgional y técnicas de trans-
feccidén de genes ahora bien conocidas en este campo. Véase,
por ejemplo, Morrison, S.L., et al., Proc. Natl. Acad Sci.
USA 81 (1984) 6851-6855; Patentes EEUU N°. 5.202.238 vy
5.204.244.

El término "anticuerpo humanizado" se refiere a anti-
cuerpos en los que su armazén o “regiones determinantes de
la complementariedad” (CDR) han sido modificadas para com-
prender el CDR de una inmunoglcbulina de especificidad di-
ferente comparada con de la inmunoglobina parental. En una
realizacidén preferida, un CDR de ratédn se injerta en la es-
tructura de un anticuerpo humano para preparar el “anti-
cuerpc humanizado”. Véase, por ejemplo, Riechmann, L., et
al., Nature 332 (1988) 323-327; y Neuperger, M.S5., et al.,
Nature 314 (1985) 268-270. Los CDR particularmente preferi-
dos se corresponden con aquellos que representan secuencias
gue reconocen los antigenos anotados anteriormente para an-
ticuerpos bifuncionales y quiméricos.

El término "anticuerpo humano", tal como se utiliza
aqui, pretende incluir anticuerpos que tienen regiones va-
riables y constantes derivadas de las secuencias inmunoglo-

bulinicas de lineas germinales humanas. La cadena pesada
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variable deriva preferiblemente de la secuencia de la linea
germinal DP-50 (GenBank LO5618) y la cadena ligera variable
preferiblemente deriva de la secuencia de la linea germinal
L6 (GenBank X01668). Las regiones constantes del anticuerpo
son regiones constantes del tipo IgGl humano. Tales regio-
nes pueden ser alotipicas y estén descritas por, por ejem-
plo, Johnson, G., y Wu, T.T., Nucleic Acids Res. 28 (2000)
214-218 y las bases de datos referenciadas aqui y son Uti-
les siempre y cuando las propiedades de induccién de ADCC y
preferiblemente CDC se conserven de acuerdo con la inven-
cién.

El término "anticuerpo humano recombinante™, tal como
se utiliza aqui, pretende incluir todos los anticuerpos
humanos que son preparados, expresados, creados o aislados
mediante métodos recombinantes, tales como anticuerpos ais-
lados a partir de una célula huésped tal como una célula
SP2-0, NSO 6 CHO o a partir de un animal {por ejemplo un
ratén) que es un transgénico para genes o anticuerpos inmu-
noglobulincos humanos expresados utilizando un vector de
expresién recombinante transfectado en una célula huésped.
Tales anticuerpos humanos recombinantes tiene regiones va-
riables y constantes derivadas de secuencias inmunoglobuli-
nicas de una linea germinal humana en una forma reconfigu-
rada. Los anticuerpos humapos recombinantes de acuerdo con
la invencién han sido sometidos a hipermutacién somAtica in
vive. Por lo tanto, las secuencias de aminodcidos de las
regiones VH y VL de los anticuerpos recombinantes son se-

cuencias que, aunque estin derivadas de y relacionadas con
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las secuencias VL y VH de la linea germinal humana, no pue-
den existir naturalmente en el repertorio de la linea ger-
minal del anticuerpo humanc in vivo.

Tal como se utiliza aqui, "unién" se refiere a la
unién de un anticuerpo a IGF-IR con una afinidad de 10713 a
10" M (Kp), preferiblemente de 1073 a 107° M.

El término "molécula de &acjido nucleico”, tal como se
utiliza aqui, pretende incluir moléculas de DNA y moléculas
de RNA. Una molécula de dacido nucleico puede ser de una
hebra o doble hebra, pero preferiblemente es un DNA de do-
ble hebra, -

Los "dominios constantes" no estdén implicados directa-
mente en la unién del anticuverpo a un antigeno pero estén
implicados en funciones del efector (ADCC, unidén al comple-
mento; y CDC). El1 dominio constante de un anticuerpo de
acuerdo con la invencidén es del tipo IgGl. Los dominios
constantes humanos que tienen estas caracteristicas estén
descritos en detalle por Kabat et al., Sequences of Pro-
teins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Ser-
vice, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991),
y por Briiggemann, M., et al., J. Exp. Med. 166 (1987) 1351-
1361; Love, T.W., et al., Methods Enzymol. 178 {(1989) 515-
527. Los ejemplos se muestran en ID de SEC N°:5 a 8. Otros
dominios constantes preferidos y 0tiles son los dominios
constantes de los anticuerpos obtenibles a partir de las
lineas celulares hibridoma depositadas con DSMZ para esta
invencién. Los dominios constantes utiles en esta invencidn

proporcionan unién al complemento. ADCC y opcionalmente CDC
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son proporcionados por la combinacién de dominios variables
y constantes.

La "regidén variable" (regién variable de una cadena
ligera (VL), regidén variable de uné cadena pesada (VH)) tal
como se utiliza aqui designa cada uno de los pares de cade-
nas pesadas y ligeras que esta implicado directamente en la
unioén del anticuerpo al antigenp. Los dominios de cadenas
pesadas y ligeras humanas variables tienen la misma estruc-
tura general y cada dominio comprende cuatro regiones es-
tructurales (FR) cuyas secuencias estan ampliamente conser-
vadas, conectadas mediante tres “regiones hipervariables”
(o regiones que determinan la complementariedad, CDRs). Las
regiones estructurales adoptan la configuracién en lamina §
Yy los CDRs pueden formar lazos gque conectan la estructura
lamina P. Los CDRs en cada cadena estadn sostenidos en su
estructura tridimensional mediante las regiones estructura-
les y forman junto con los CDRs de la otra cadena el sitio
de unién del antigeno. Las regiones CDR3 de la cadena lige-
ra y pesada del anticuerpo juegan un papel particularmente
importante en la especificidad/afinidad de la unién de los
anticuerpos de acuerdo con la invencién y por lo tanto pro-
porcionan un objeto adicional de la invencidn.

Los términos "regién hipervariable"” o "porcién de
unién a un antigeno de un anticuerpo” cuando se utiliza
aqui se refiere a los residuos de aminodcidos de un anti-
cuerpo gue son responsables de la unién del antigeno. La
regidn hipervariable c¢omprende residuos de aminodcido a

partir de “regiones determinantes de la complementariedad”
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o “CDRs”. Las regione§ “estructurales” o “FR” son aquellas
otras regiones de dominius variables gque nu lus Ltesiduus de
regiones hipervariables tal como se definen agui. Por 1lo
tanto, las cadenas ligeras y pesadas de un anticuerpo com-
prenden desde N- a C-terminal los dominios FR1l, CDR1l, FR2,
CDR2, FR3, CDR3, y FR4. Especialmente, el CDR3 de la cadena
pesada es la regién que contribuye mas a la unién del anti-
geno. Las regiones CDR y FR se determinan de acuerdo con la
definicidén estidndar de Kabat et al., Sequences of Proteins
of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)) y/o
aquellos residuos de un “lazo hipervariable”.

El término "unién a IGF-IR" tal como se utiliza aqui
significa la unién del anticuerpo a IGF-IR en un ensayo in
vitro, preferiblmente en un ensayo de unién en que el anti-
cuerpo se une a una superficie y la unién de IGF-IR se mide
mediante Resonancia de Plasmén Superficieal (SPR). Unién
significa una afinidad de unién (Kp) de 10 M o inferior,
preferiblemente de 1071% a 107? M.

La unidén a IGF-IR puede ser investigada mediante un
ensayo BlIAcore (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia).
La afinidad de la unién estd definida mediante los términos
ka (tasa constante para la asociacién del anticuerpo a par-
tir del complejo anticuerpo/antigeno), kd (constantes de
disascciacidén), y Kp (kd/ka). Los anticuerpos de acuerdo con
la invencién muestran una Kp de 107 M o inferior.

La unién de IGF-I y IGF-II a IGF-IR es también inhibi-

da por los anticuerpos de acuerdo con esta invencidén. La
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inhibicién se mide como CIss en un ensayo para la unién de
IGF-I/IGF-II a IGF-IR en c¢élulas tumorales. Tal ensayo esLa
descrito en el Ejemplo 7. En tal ensayo, la cantidad de
IGF-1I radiomarcade o IGF-II o frégmentos de uniédn IGF-IR
del mismo unidos a IGF-IR proporcionados en la superificie
de dichas células tumorales (por ejemplo HT29) se mide sin
y con concentraciones crecientes, del anticuerpo. Los valo-
res CIsp de los anticuerpos de acuerdo con la invencién para
la unién de IGF-I y IGF-II a IGF-IR no son superiores de 2
nM y la proporcidén de valores CIsp para la unién de IGF-
I/IGF-II a IGF-IR es de alrededor de 1:3 a 3:1. Los valores
CI“_se mesuran con una media ¢ mediana de al menos tres me-
diciones independientes. Valores uGnicos de Clsp estdn fuera
del campo de esta invencidn.

El término "inhibicién de la unién de IGF-I e IGF-II a
IGF-IR" tal como se utiliza aqui se refiere a la inhibilcién
de la unién de IGF-I o IGF-II marcados con I'? a IGF-IR
presentados en la superficie de células tumorales HT29
(ATCC HTB-38) en un ensayo in vitro. Inhibir significa un
valor CIsp de 2 nM o inferior.

El término "células que expresan IGF-IR” se refiere a
tales células que sobre-expresan el receptor IGF-I en al
menos 20.000 receptores/ célula. Tales células son, por
ejemplo, lineas celulares tumorales tales como NCI H3Z22M o
HT29, o una linea celular (por ejemplo, 3T3 ATCC CRL1658)
sobreexpresando IGF-IR después de la transfeccién con un
vector de expresién bara IGF-IR. La canidad de receptores

por célula se mide de acuerdo con Lammers et al EMBO J, B
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El término “inhibicién de la fostorilacién IGF-L1R” se
refiere al ensayo de fosforilacién utilizando las células
3T3 prorporcionando de 400.000 a 600.000 moléculas IGE-IR
por célula en un medio que contiene un 0,5% de suero de fe-
to de ternera inactivadc por calor {FCS) cuandc se compara
con dicho ensayo sin dicho anticuerpo. La fosforilacién se
detecta mediante Western Blot utilizando un anticuerpo es-
pecifico para proteinas. tirosin-fosforiladas. Tal ensayo
est4d descrito en el Ejemplo 1l1. La inactivacién por calor
de FCS se realiza calentando durante un corto periodo a 56
°C para la inactivacién del sistema del complemento.

El término “inhibicién de la fosforilacién pkB” se re-~
fiere al ensayo de fosforilacidén utilizando las células 3T3
proporcionando de 400.000 a 600.000 moléculas IGF-IR por
célula en un medio gque contiene un 0,5% de sueroc de feto de
ternera inactivado por calor (FCS) cuando se compara con
tal ensayo sin dicho anticuerpo. La fosforilacién se detec-
ta mediante Western Blot utilizando un anticuerpo especifi-~
co para pkB foforilado a nivel de la serina 473 de pkB (Akt
l, Swiss Prot Acc. No. P31749). Tal ensayo se describe en
el Ejemplo 11.

El término "citotoxicidad celular dependiente de anti-
cuerpo” (ADCC) se refiere a la lisis de las células diana
del tumor humano mediante un anticuerpo de acuerdo con la
invencién en la presencia de células efectoras. ADCC se mi-
de preferiblemente mediante el tratamiento de una prepara-

cién de IGF-IR expresando células con un anticuerpo de
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acuerdo con la invencién en la presencia de células efecto-~
ras tales como PBMC aisladas frescas o células efectoras
purificadas a partir de capas de leucocitos, como monocitos
o células NK. ADCC se encuentra si el anticuerpo induce la
lisis {muerte celular) a una concentracién de 100 nM del
20% o mads de las células tumorales después de 24 horas. Si
se encuentra que el ADCC estd mas pronunciado a 4 horas que
a 24 horas, entcnces se mesura a 4 horas. El ensayo se rea-
liza preferiblemente con células tumorales marcadas *Cr o
Eu y se realiza la medicién del 5Cr o Eu especificamente
liberado. Los controles incluyen la incubacién de las célu-
las tumorales diana con células efectoras pero sin el anti-
cuerpo.

El término "citotoxicidad dependiente del complemento
(CDC)" se refiere a la lisis de células diana tumorales

humanas mediante el anticuerpo de acuerdo con la invencién

en la presencia del complemento. CDC se mide preferiblemen-.

te mediante el tratamiento de urna preparacién de células
que expresan IGF-IR con un anticuerpo de acuerdo con la in-
vencién en presencia del complemento. CDC se encuentra si
el anticuerpo induce la lisis (muerte celular) a una con-
centnracién de 100 nM del 20% o mas de lés células tumora-
les después de 4 horas. El ensayo se realiza preferiblemen-
te con células tumorales marcadas con >>Cr o Eu.y se realiza
1a mediciaAn del 30r n Fn espacificamente liberado. Los con-
troles incluyen la incubacién de las células tumorales di-
ana con el complemento pero sin el anticuerpo.

El término "inhibicién completa de la transduccién de
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la sefial mediada por IGF-I” se refiere a la inhibicién de
la fosforilacion IGF-lR mediada por IGF-IR. Para tal ensa-
yo, las células que expresan IGF-IR, preferiblemente célu-
las H322M, son estimuladas con IGF-I y tratadas con un an-
ticuerpo de acuerdo con la invencidén una concentracidén de
anticuerpos de 5 nM o superior es Gtil). A continuacién, se
realiza un PAGE SDS y se mide la fosforilacién de IGF-IR
mediante andlisis Western Blott con una anticuerpo especi-
fico para .tirosina fosforilada. La inhibicién completa del
sefial de transduccién se encuentra si en el Western Blot
visiblemente no se puede detectar ninguna banda que se re-
fieqa a IGF-IR fosforilada.

Los anticuerpos de acuerdo con la invenciédn muestra
una unién al mismo epitopo de IGF-IR como el anticuerpo 18
o estan inhibidos en la unién a IGF-IR debido al impedimen-
to estérico de la unién por el anticuerpo 18. La inhibicién
de la unién puede ser detectada mediante un ensayo SPR uti-
lizando anticuerpo 18 inmovilizado e IGF-IR a una concen-
tracién de 20-50 nM y el anticuerpo a ser detectado a una
concentracién de 100 nM. Un sefial de reduccién del 50% o
mds muestra que el anticuerpo compite con el anticuerpo 18.
Tal ensayo puede ser realizédo de la misma manera mediante
la utilizacién de anticuerpo 22 como un anticuerpo inmobi-
lizado.

El término "epitopo” significa un determinante protei-
nico capaz de unirse especificamente a un anticuerpo. Los
epitopos normalmente consisten en agrupaciones de moléculas

de superficie quimicamente activas tales como cadenas late-
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rales de azicares o aminoacidos y normalmente tienen carac-
teristicas estructurales tridimensionales especificas, tam-
bién tienen caracteristicas especificas de carga. Los epi-
topos conformacionales y no conformacionales se diferencian
en que la unién al anterior perc no al Gltimo se pierde en
la presencia de solventes desnaturalizantes.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencién incluyen,
ademds, tales anticuerpos que tienen “modificaciones de se-
cuencia censervativa”, modificaciones de secuencias de ami-
noacidos y nucleétidos que no afectan ni alteran las carac-
teristicas anteriormente mencionadas del anticuerpo de
acugrdo con la invencién. Las modificaciones se pueden in-
troducir mediante técnicas estandar conocidas en el campo,
tales como mutigenesis puntual dirigida y mutagénesis me-
diada por PCR. Las sustituciones de aminodcidos conservati-
vas incluyen unas en las que el residuo de aminodcido es
sustituido por un residuo de aminodcido que tiene una cade-
na lateral similar. Las familias de residuos de aminoacidos
que ﬁienen cadenas lateréles similares han sido definidas
en el campo. Estas familias incluyen aminodcidos con cade-
nas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, his-
tidina), cadenas laterales Acidas (por ejemplo, &cido as-
padrtico, 4cido glutdmico), cadenas laterales polares sin
carga (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina,
treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas latera-
les no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, iso-
leucina, prolina, fenilalanina, metionina), cadenas latera-

les beta-ramificadas (por ejemplo, treonina, wvalina, iso-
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leucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tiro-
sina, fenilalanina, triptdfano, histidina). Por lo tanto,
un aminodcido no esencial predecido en un anticuerpo anti-
IGF-IR puede ser sustituido preferiblemente con otro resi-
duo de amino&cidos de la misma familia de cadena lateral.

Las sustituciones de aminoacidos puede ser realizadas
mediante mutagénesis basada en. el modelado molecular tal
como estd descrito por Riechmann, L., et al., Nature 332
(1988), 323-327 y Queen, C., et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 86 (1989)10029-10033.

En una realizacién preferida de la invencién, les an-
ticuerpos de acuerdo con 1la invencién son caracterizados
por una o mads de las caracteristicas seleccionadas del gru-
po seleccionado de logs parémetros de unién ka, - kd y Kp,
uniéndose al mismo epitopo al que los anticuerpos 18 y 22
se unen, los valores de CIlgg para la inhibicién de la unién
de IGF-I y IGF-II a IGF-IR en células tumorales, y los va-
lores CIsq para la inhibicién de la fosforilacién de IGF-IR
con baja estimulacién de IGF-I en células tumorales. La in-
hibicién de la fosforilacidén de IGF-IR lleva a la inhibi-
cién de la fosforilacién de los elementos corriente abajo
tales como pkB, la regulacién a la baja de IGF-IR en célu-
las tumorales, y la influencia en el crecimiento tridimen-
sional de las células tumorales in vitro. Los anticuerpos
son acemas preferiblemente caracterizados por sus valores
farmacocinéticos y farmacodindmicos, y la reactividad cru-
zada por otras especies.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencién inhiben la

Bc
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fosforilacién IGF-IR de la tirosina y preferiblemente tam-
bién la fosforilacidén pKy de la tirosina. en un grado simi-
lar.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencién preferi-
blemente regulan a la baja el nivel de la proteina IGF-IR
en las células tumorales y en tumores, por ejemplo, en tu-
mores injertos heterdlogos.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencién inhiben
preferiblemente el crecimiento tridimensional de las célu-
las tumorales en un ensayo de formacidén de colonias asi co-
mo la proliferacidén de las células que expresan IGF-IR (por
ejemplo, células 3T3 NIH).

Los anticuerpos de acuerdo con la invenciéon preferi-
blemente no inhiben la unién de la insulina al receptor de
la insulina en un ensayo de competicién de la uniédn en cé-
lulas 3T3 que sobrexpresan el receptor de insulina utili-
zando en anticuerpo en una concentracién de 200 nmol/l.

Los anticuerpos de acuerdo con la inveﬂcién son prefe-
riblemente producidos con métodos recombinantes. Tales mé-
todos son ampliamente conocidos en el contexto de la inven-
cién y comprenden la expresién de proteinas en células eu-
cariotas y procariotas con el subsiquiente aislamiento del
polipéptido del anticuerpc y normalmente la purificacién a
una pureza farmacéuticamente aceptable. Para la expresiédn
de las proteinas, los Acidos nucleicos que codifican cade-
nas pesadas y ligeras o fragmentos de las mismas son inser-
tados en vectores de expresién mediante métodos esténdar.

La expresién se realiza en células huésped eucariotas o
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procariotas adecuadas como células CHO, células NSO, célu-
las SP2/0, células HEK293, células COS, células P2/0, célu-
las HEK293, células C0S, levaduras o.células E. coli, y el
anticuerpo se recupera de células (sobrenadante o células
después de la lisis).

La produccién recombinante de anticuerpos es bien co-
nocida en el contexto de la invencidn y descrita, por ejem-
plo, en los articulos dé revisidén de Makrides, S.C., Pro-
tein Expr. Purif. 17 (1%99) 183-202; Geisse, S., et al.,
Protein Expr. Purif. 8 (1996) 271-282; Kaufman, R.J., Mol.
Biotechnol. 16 (2000) 151-161;-Werner, R.G., Drug Res. 48
(1998) 870-880. '

Los anticuerpos pueden estar presentes en células com-
pletas, en un lisado celular, o en una forma sustancialmen-
te pura o parcialmente purificada. La purificacién se rea-
liza para eliminar otros componentes celulares u otros con-
taminantes, por ejemplo otros Acidos nucleicos o proteinas,
mediante técnicas estidndar, incluyendo tratamiento alcali-
no/SDS, agrupacién con CsCl, cromatografia en columna,
electroforesis en gel de agarosa, y otros bien conocidos en
el campo. Véase Ausubel, F., et al., ed. Current Protocols
in Molecular Biology, Greene Publishing y Wiley Inter-
science, New York (1987).

La expresidén en células NSO estd descrita en, por
ejemplo, Barnes, L.M., et al., Cytotechnology 32 (2000)
109-123; y Barnes, L.M., et al., Biotech. Bioeng. 73 (2001)
261-270. La expresiédn transitoria estd descrita en, por

ejemplo, Durocher, Y., et al., Nucl. Acids. Res. 30 (2002)

62
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ES. La clonacién de los dominios variables estd desrita por
Orlandi, R., et al., Proc. Natl. Acad, Sci. USA B6& (1989)
3833-3837; Carter, P., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89 (1992) 4285-4289; vy Norderhapg, L., et al., J. Immunol.
Methods 204 (1997) 77-87. Un sistema de expresién transito-
ria preferida (HEK 293) esta descrita por Schlaeger, E.-J.,
y Christensen, K., en Cytotechnglogy 30 (1999) 71-83 y por
Schlaeger, E.-J., en J. Immunol. Methods 194 (1996) 191-
199,

Las secuencias control que son adecuadas para proca-
riotas, por ejemplo, incluyen un promotor, opcionalmente
unalsecuencia operadora, y un sitio de unién a ribosoma. Se
sabe que las células eucariotas utilizan promotores, poten-
ciadores y seflales de poliadenilacién.

El &4cido nucleico esti “unido operativamente” cuando
esta situado en una relacidén funcional con otra secuencia
de A4cidos nucleicos. Por ejemplo, el DNA para una prese-
cuencia o lider secretorio estd operativamente unido a un
DNA para un polipéptido si éste se expresa como una pre-
proteina que participa en a secrecidn del polipéptido; un
promotor o éotenciador estéd operativamente unido a una se-
cuencia de codificacién si ésta afecta a la transcripciéﬁ
de la secuencia; o un sitio de unién a ribosomas esta ope-
rativamente unido a una secuencia de codificacién si ésta
se posiciona de manera que facilite la traduccién. General-
mente, “unido operativamente” signif}ca gue las secuencias
de DNA que estan unidas son contiguas, y en el caso de un

lider de secrecién, contiguas y en el marco de lectura. Sin
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embargo, los potenciadores no tienen que ser contiguos. La

union se lleva a cabe mediaute la llyavion en siliuvs de
restriccién convenientes. Si tales sitios no existen, los
adaptadores de oligonucledétidos sintéticos o© enlazantes se
utilizan de acuerdo con la practica convencional.

Los anticuerpos monoclonales se separan apropiadamente
del medio de cultivo mediante procedimientos de purifica-
cién inmunoglobulinica convencional tales como por ejemplo,
proteina A-Sepharosa, cromatografia hidroxilapatita, elec-
troforesis en gel, dialisis, o cromateografia de afinidad.
El DNA y RNA gue codifican los anticuerpos monoclonales se
aislan facilmente y se secuencian utilizando procedimientos
convencionales. Las células hibridoma pueden servir como
una fuente de tales DNA y RNA. Una ver aislado, el DNA pue-
de ser insertado en vectores de expresidn, gque son entonces
transfectados en células huésped tales como células HEK
293, células CHO, o células de mieloma que por otra parte
no producen proteinas inmunoglobulinicas, para obtener 1la
sintesis de anticuerpos monoclonales recombinantes en las
células huésped.

Las variantes de secuencia de aminodcidos del anti-
cuerpo humano IGF-IR estin preparados mediante la introduc-
cién de cambios de nuclebtidos apropiados en el DNA del an-
ticuerpo, o mediante la sinteis de péptidos. Tales modifi-
caciones pueden realizarse, sin embargo, sdle en un &ambito
muy limitado, por ejemplo tal como se describe anteriormen-
te. Por ejemplo, las modificaciones no alteran las caracte-

risticas del anticuerpo anteriormente mencionado tales como

"
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el isotipo de IgG y el epitopo de unidén, pero pueden mejo-
rar el rendimiento de la produccién recombinante, la esta-
bilidad de proteinas o facilitar la purificacién.

Cualquier residuo de cisteina no implicado en el man-
tenimiento de la conformacién correcta del anticuerpo anti-
IGF-IR puede también estar sustituido, generalmente con se-
rina, para mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula
Y prevenir entrecruzamientos aberrantes. Inversamente, se
pueden afadir enlace(s) de cisteina al anticuerpo para me-
jorar su estabilidad (particularmente donde el anticuerpo
es un fragmento de anticuerpo tal como un fragmento Fv).

~Otro tipo de variantes de aminodcidos del anticuerpo
altera el modélo de glicosilacién original del anticuerpo.
Por alterar se entiende la eliminacién de una o maAs de las
fracciones de carbohidratos encontrados en el anticuerpo
y/0 anadiendo uno o mas sitios de glicosilacién que no es-
tdn presentes en el anticuerpo. La glicosilacién de los an-
ticuerpos estd normalmente N-ligada. N-ligada se refiere a
la unién de la mitad del carbohidrato a la cadena lateral
de un residuo de asparagina. Las secuencias tripéptido de
aparagina-X-serina y asparagina-X-treonina, en donde X es
cualquier aminodcido excepto prolina, son las secuencia de
reconocimiento para la unién enzimdtica de la mitad del
carbohidrato a la cadena lateral de la asparagina. Por lo
tanto, la presencia de cualquiera de estas secuencia tri-
péptido en un polipéptido crea un sitio de glicosilacién
potencial. La adicién de sitios de glicosilaciébn al anti-

cuerpo se lleva a cabo convenientemente mediante la altera-
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cidén de la secuencia de amincdcidos de manera que contiene
una o mas de las secuenclas Lripéptidu anleriormoenle dou-
critas (para sitios de glicosilacién N-ligados).

Las moléculas de acido nucleico que codifican varian-
tes de secuencias de aminodcidos del anticuerpo anti-IGF-IR
se preparan mediante una variedad de métodos conocidos en
el campo. Estos métodos incluyen, pero no estan limitados
a, aislamiento a partir de una fuente natural (en caso de
variantes de secuencias de aminoacidos que ocurren natural-
mente) o preparaciédn mediante mutagénesis mediada por oli-
gonuclebdtidos (o mutagénesis dirigida a un sitio), mutagé-
nes%s PCR, y cartucho de mutagénesis de una variante prepa-
rada primeramente de una versién no variante de un anti-
cuerpo anti-IGF-IR humanizado.

La invencién también pertenece a inmunoconjugados que
comprenden el anticuerpo de acuerdo con la invencién conju-
gado a un agente citotéxico tal como ﬁn agente guimiotera-
péutico, to;ina (por ejemplo, una toxina enzimadticamente
activa originada a partir de bacterias, hongos, plantas o
animales, o fragmentos de la misma), un isétopo radiactivo
(por ejemplo, un radioconjugado) o un profarmaco de un
agente citotéxico. Los agentes Gtiles en la generacién de
tales inmunoconjugados han sido descritos anteriormente.
Toxinas enzimaticamente activas y fragmentos de las mismas
que pueden ser utilizados incluyen la cadena A de la difte-
ria, ﬁragmentos activos de no unién de la toxina de la dif-
teria, la cadena A de la exotosina (de Pseudomonas aerugi-

nosa), la cadena A de resina, cadena A de abrina, cadena A
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de modecina, alfa sarcina, proteinas de Aleurites fordii,
proteinas diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI,
PAPII, y PAP-S), inhibidor de la Momordica charantia, cur-
cina, crotina, ihnibidor de Saponaria officinalis, geloni-
na, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina y los
tricotecenos.

Conjugados del anticuerpo Yy agente citotéxico se fa-
brican utilizando una variedad de agentes de acoplamiento
de proteinas bifuncionales tales como propionate de N-
succinimidil-3-(2-piridilditiol) (SPDP), iminotiolano (IT),
derivados bifuncionales de imidoésteres; (tales como adipi-
midqto dimetilo HCL), ésteres activos (tales como suberato
de disuccinimidilo)}, aldehidos (tales como glutaraldehido},
compuestos bis-azido (tales como hexandiamina de bis-({p-
azidobenzoile)), derivados de bis-diazonio (tales como bis-
(p-diazonibenzoilo)etilenodiatnina), diisocianatos (tales
como 2,6-diisocianato de tioleno), y compuestos de flidor
bis-actives (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno).
Por ejemplo, una inmutoxina de resina se puede preparar tal
como Se describe en Vitetta, E.S., et al., Science 238
(1987) 1098-1104). Acido 1l-isotiocianatobenzil-3-metildi-
etileno triam;nopentaacético (MX-DTPA) marcado con carbono
14 es un agente gquelante ejemplo para la conjugacién del
radionucleétido al anticuerpo. Véase WO 94/11026.

Otro tipo de modificaciones covalentes implica el aco-
plamiento quimico o enzimdtico de glicdsidos al anticuerpo.
Estos procedimientos son ventajas en el hecho de que no ne-

cesitan la produccién del anticuerpo en una célula huésped
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que tenga capacidades de glicosilacién para la glicosila-
cién N- o vu-ligada. Dependicidy del modo de acoplamiento
utilizado, el azidcar puede unirse a (a) arginina e histidi-
na, (b) grupos carboxilo libres, (c) grupos sulfhidrilo 1li-
bres tales como aquellos de cisteina, (d) grupos hidroxilo
libres tales como aquellos de serina, treonina, o hidroxi-
prolina, (e) residuos aromaticos ,tales como aquellos de fe-
nilalanina, tirosina, o triptéfano, o (f) el grupo amida de
la glutamina. Estos métcdos estén descritos en WO 87/05330,
y en Aplin, J.D., y Wriston, J.C. Jr., CRC Crit. Rev. Bio-
chem. (1981) 259-306.

‘La eliminacidén de cualquier fracciébn de carbohidrato
presente en el anticuerpc puede ser llevada a cabo quimica-
mente o enzimaticamente. La desglicosilacién gquimica re-
quiere la exposicién del anticuerpo al compuesto acido tri-
fluorometansulfénico, o a un compuesto equivalente. Este
tratamiento resulta en la escisién de muchos o todos los
azicares exceptuando los aziicares unidos {N-acetilglucosa-
mina o N-acetilgalactosamina), a la vez que se deja el an-
ticuerpo intacto. La desglicosilacién quimica esta descrita
por Sojahr, H.T., y Bahl, 0.P., Arch. Biochem. Biophys. 259
(1987) 52-57 y por Edge, A.S., et al. Anal. Biochem. 118
(1981) 131-137. La escisién enzimatica de las fracciones de
los carbohidratos en anticuerpos puede conseguirse mediante
el usc de una variedad de endo- y exo- glicosidasas tal co-
mo estd descrito por Thotakura, N.R., y Bahl, O.P., Meth.
Enzymol. 138 (1987) 350-359.

Otro tipo de modificaciones covalentes del anticuerpo
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comprenden la unién del anticuerpo a uno de una variedad de
polimeros no proteinicos, por ejemplo, polietilenglicol,
propilenglicol, o plialquilenos, en la manera publicada en
la Patente de EEUU N°. 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144;
4.670.417; 4.791.192 o 4.179.337.

Todavia en otro aspecto, la invencién proporciona lin-
focitos B aislados a partir de up animal no humano transgé-
nico, por ejemplo un ratén transgénico, que expresa los an-
ticuerpos anti IGF-IR humanos de acuerdo con la invencidn.
Preferiblemente, los linfocitos B aislados se obtienen a
partir de un animal no humano transgénico, por ejemplo un
rat?n transgénico, que ha sido inmunizado con una prepara-
cién purificada o enriquecida del antigeno IGF-IR y/o célu-
las que expresan IGF-IR. Preferiblemente, los animales no
humanos transgénicos, por ejemplo un ratén traﬁsgénico,
tiene un genoma que comprende un transgen de la cadena pe-
sada humana y un transgen de la cadena ligera humana .que
codifica todos o una porcién de los anticuerpos de 1la in-
vencién. Los linfocitos B aislados entonces se inmortalizan
para proporcionar una fuente de anticuerpos anti-IGF-IR
humancs (por ejemplo, un hibridoma). Consecuentemente, la
presente invencidon también proporciona un hibridoma capaz
de producir anticuerpos mecnoclonales humanos de acuerdo con
la invencién. En una realizacidén, el hibridoma incluye un
linfocito B obtenido a partir de animales no humanos trans-
génicos, por ejemplo, un ratén transgénico que tiene un ge-
noma que comprende un transgen de cadena pesada humana y un

transgen de cadena ligera humana codificande todo o© una
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porcién de un anticuerpoc de la invencidn, fusionadas con

una célula inmortalizada.
En una realizacién particular, el animal transgénico
no humanoc es un ratén transgénico que tiene un genoma gque

comprende un transgen de cadena pesada humana y un transgen

.de cadena ligera humana codificando todo o una porcién de

un anticuerpo de la invencién. El animal no humano transgé-
nico puede ser inmunizado con una preparacién purificada o
enriquecida de antigeno IGF-IR y/o células gue expresan
IGF-IR. Preferiblemente, el animal no humano transgénico,
por ejemplo el ratdédn transgénico, es capaz de producir iso-
tipqg IgGl de anticuerpos monoclonales a IGF-IR.

Los anticuerpos monoclonales de acuerdo con la inven-
cién pueden estar producidos mediante la inmunizacidén de un

animal no humano transgénico, por ejemplo un ratén trans-

. géncio, que tiene un genoma que comprende un transgen de

cadena pesada humana y un transgen de cadena ligera humana
codificando todo o una porcién de un anticuerpo de la in-
vencién, con una preparacién purificada o enriquecida de
antigenc IGF~IR y/o células que expresan IGF-IR. Los linfo-
citos B (por ejemplo linfocitos B esplénicos) del animal se
obtienen y se fusionan con células de mieloma para formar
células hibridoma inmortales que secretan anticuerpos mono-
clonales humanos contra IGF-IR.

En una realizacidn preferida, los anticuerpos monoclo-
nales humanos dirigidos contra IGF-IR pueden ser generados
utilizando un ratén transgénico gue lleva partes del siste-

ma inmune humano en vez del sistema del ratén. Estos rato-
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nes transgénicos, referidos aqui como ratones "HuMAb", con-
tienen un gen inmunoglobulinico humano minilocus que codi-
fica genes inmunoglobulinicos humanos no redispuestos que
incluyen la cadena pesada (p y Y) y la cadena ligera x (ge-
nes de regién constante), juntamente con las mutaciones di-
ana que inactivan los locus de las cadenas p y k¥ endbgenos
(Lonberg, N., et al., Nature 368 (1994) B856-859). Conse-
cuentemente, el ratén exhibe expresidn reducida del ratédn
IgM o K, y en respuesta a la inmunizacién, los transgenes
de cadena ligera y pesada humana introducidos padecen un
intercambioc de clase y una mutacién somAtica para generar
loslanticuerpos monoclonales IgG humanos de alta afinidad
{Lonberq, N., et al., Nature 368 (1994) 856-859; revisado
en Lonberg, N., Handbook of Experimental Pharmacoleogy 113
(1994) 49-101; Lonberg, N., y Huszar, D., Intern. Rev. Im-
munol. 25 (1995) 65-93; y Harding, F., y Lonberg, N., Ann.
N. Acad. Sci 764 (1995) 536-546). La preparacién del ratén
HuMAb estd descrita en Taylor, L., et al., Nucleic Acids
Research 20 (1992) 6287-6295; Chen, J., et al., Internatio-
nal Immunology 5 (1993) 647-656; Tuaillon, N., et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci USA 90 (1993) 3720-3724; Choi, T.K.,
et al., Nature Genetics 4 (1993) 117-123; Chen, J., et al.,
EMBO J. 12 (1993) 821-830; Tuaillon, N., et al., Immunol.
152 (1994) 2912-2920; Lonberg, N., et al., Nature 368
(1994) ASA-A59; Tonherq, N., Handbonok of Experimental Phar-
macology 113 (1994) 49-101; Taylor, L., et al., Int. Immu-
nol. 6 (1994) 579-591; Lonberg, N., y Huszar, D., Intern.

Rev. Immunel. 25 (15895) 65-93; Harding, F., y Lonberg, N.,
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Ann. N. Acad. Sci 764 (1995) 536-546; Fiqhwild, D.M., et
al., Nat. Biotechnol. 14 (1956) 845-851, los contenidos de
todos éstos estadn aqui ‘incorporados por referencia en su
totalidad. Véase ademds, Patente EEUU N°. 5.545.806;
5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.789.650; 5.877.397;
5.661.016; 5.814.318; 5.874.299; 5.545.807; 5.770.429; WO
98/24884; WO 94/255R85; WO 93/1227; WO 92/22645; y WO
92/03918.

Para generar anticuerpos monoclonales humancs comple-
tos a IGF-IR, los ratones HuMAb puede ser inmunizado con
una preparacion purificada o enriquecida de antigenos IGF-
IR g/o células que expresan IGF-IR de acuerdo con el método
qgencral, tal ecomn s dencribhe poar Tinnberg, N., et al., Na-
ture 368 (1994) 856-859; Fishwild, D.M., et al., Nat. Bio-
technol. 14 (19%6) 845—&51 y WO 98/24884. Preferiblemente,
el ratédn tendra de 6-16 semanas de edad en la primera inmu-
nizacién. Por ejemplo, una preparacién enriquecida o puri-
ficada de antigeno IGF-IR soluble (por ejemplo, purificada
a partir de células que expresan IGF-IR) puede utilizarse
para inmunizar el ratén HuMAb intraperitonealmente. En caso
de que la inmunizacién utilizando una preparacién enrique-
cida o purificada del antigeno IGF-IR no resulte en anti-
cuerpos, el ratém también puede ser inmunizado con células
que expresen IGF-IR, por ejemplo, una linea celular tumo-
Lal, purtu plumuver Luspucslas iomunes, La experiencia acu-
mulada con varios antigencs ha mostrado que el raté4n trans-

génico HuMAb responde mejor cuando es inicialmente inmuni-

zado intraperitonealmente (i.p.) con antigenc en un adyu-
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vante de Freund completra, sequido por inmunizaciones i.p.
cada semana (por ejempio, hasta un total de 6) con antigeno
en adyuvante de Freund incompleto. La respuesta inmune pue-
de ser monitorizada duranté el curso del protocolo de inmu-
nizacidédn con muestras de plasma que son obtenidas a partir
de sangre retroorbital. El plasma puede ser cribado por
ELISA, y los ratongs cuon auficigenkes titulaciones de inmu-
noglobulina humana anti-IGF-IR pueden ser usados para la
inmortalizacién de los linfocitos B correspondientes. Los
ratones pueden ser activados intravenosamente con antigeno
de 3 a 4 dias antes del sacrificio y la extraccién del bazo
y lqs nédulos limfaticos. Se espera que gue se pueden nece-
sitar de 2 a 3 fusiones por cada antigeno para que pueda
realizarse. Algunos ratones pueden ser inmunizados por cada
antigeno. Por ejemplo, pueden inmunizarse un total de doce
ratones HuMAb de las cepas HCo7 y HColZ2.

Los ratones Hco7 tienen una disrupcién JKD en sus ge-
nes de la cadena ligera endégena (kappa) (tal como se des-
cribe en Chen, J., et al., EMBO J. 12 (1993) 821-830), una
disrupcién CMD en sus genes de cadena pesada endégenos (tal
como se describe en el Ejemplo 1 de WO 01/14424), un trans-
gen de cadena ligera kappa humana (tal como se describe en
Fishwild, D.M., et al., Nat. Biotechnol. 14 (1956) 845-
851), y un transgen de cadena pesada humano HCo7 (tal comeo
se describe en la Patente EEUU N". 5.7770.429).

Los ratones HCol2 tienen una disrupcién JKD en sus ge-
nes de cadena ligera enddgena (kappa) (tal como se describe

en Chen, J., et al., EMBO J. 12 (15%93) 821-830), una dis-
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Lupclon CMUL el sud Jules Db cadena peaadcha enddegeana (Lal o
mo se describe en el Ejemplo 1 de WO 01/14424), un transgen
de cadena ligera kappa hymano KCo5 (tal como se describe en
Fishwild, D.M., et al., Nat. Biotechnol. 14 (1996) 845-
851), y un transgen de cadena pesada humano HCol2 (tal como
se describe en el Ejemplo 2 de WO 01/14424).

Los limfocitos de ratdn pueden ser.aislados y lfusiona-
dos con lineas celulares de mieloma utilizando PEG basando-
nos en protocolos estidndar para generar hibridomas. Los
hibridomas resultantes son entonces cribados por la produc-
cidén de anticuerpos especificos de antigenos. Por ejemplo,
suspensiones celulares simples de linfocitos derivados del
bazo y nédulos limfaticos de ratones inmunizados son ftusio-
nadas a un sexto del nimero de células mieloma de ratdn no
secretoras 2/0 SP (ATCC, CRL 1581) con un 50% de PEG. Las
células se colocan en placas a aproximadamente 2 x 10° en
placas microtituladas de fondo plano, seguido por unas dos
semanas de incubacién en medio selectivo.

Los pocillos individuales son cribados mediante ELISA
para anticuerpos IgG e IgM monoclonales anti-IGF-IR huma-
nos. Una vez que ocurre el crecimiento extensivo del hibri-
doma, se analiza el medio, normalmente después de 10-14 di-
as. Los hibridomas secretores de anticuerpos se vuelven a
coleocar el placas, se vuelven a cribar, y si todavia son
positivos para IgG humana, los anticuerpos monoclonales an-
ti-IGF-IR, pueden ser subclonados al menos dos veces limi-
tando la dilucién. Los subclones estables son entonces cul-

tivades in vitro para producir anticuerpos en el medioc de
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cultivo del tejido para la caracterizacién.

Debido a que las secuencias CDR son las responsables
de las interacciones anticuerpo-antigeno, es posible expre-
sar anticuerpos recombinantes de acuerdo con la invenciédn
mediante -construccién de vectores de expresidén que incluyen
secuencias CDR de acuerdo con la invencién en las secuen-
clas estructurales a partir de diferentes anticuerpos huma-
nos (ver, por ejemplo, Riechmann, L., et al., Nature 332
(1998) 323-327; Jones, P., et al., Nature 321 (198B6) 522-
525; y Queen, C., et al., Proc. Natl. Acad. See. U.S.A. 86
{(198%2)10029-10033). Tales secuencias estructurales se pue-
den obtener a partir de bases de datos de DNA piblicas que
inclhyen secuencias de genes de anticuerpos humanos de 1li-
nea germinal. Estas secuencias de linea germinal diferiran
de las secuencias de genes de anticuerpos maduros porque no
incluirdn genes variables _ensamblados completamente, gque
estdn formados por acoplamiento V(D)J durante la maduracidn
de los linfocitos B. Las secuencias génicas de la linea
germinal diferiradn también de las secuencias de un reperto-
rio de anticuerpos secundarios de alta afinidad en un indi-
viduo uniformemente a lo'largo de la regién variable.

La invencién comprende preferiblemente un fragmento de
acido nucleico codificando un polipéptido unido a IGF-IR,
por lo cual dicho polipéptido inhibe la unién de IGF-I y
IGF-II a IGF-IR, seleccionado del grupo consistente en
a) una cadena pesada de anticuerpo comprendiendo como CDRs,

CDR1 (aa 31-35), CDR2 (aa 50-66) y CDR3 (aa 99-107) de
la ID de SEC N°:1 & 3;

9%
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b)) una cadena Vigera b and ienen pos comp endiendo cone CHRs:,
CDR1 (aa 24-34), CDR2 (aa 50-56) y CDR3 (aa 89-98) de la
ID de SEC. N°: 2 6 4.
Las regiones variables de cadenas ligeras y pesadas
reconstruidas se combinan con secuencias de promotor, ini-
cio de la traduccibdn, regidén constante, 3' sin traducir,
poliaéenilacién, y terminacidén de 1la transcripcidédn para
formar construcciones del vector de .expresién. Las cons-
trucciones de’ expresiédn de cadena ligera y pesada pueden
combinarse en un vector simple, co-transfectarse, y trans-
fectarse en serie, o transfectarse separadamente en células
huésped que son entonces fusionadas para formar una célula
huésped simple expresando ambas cadenas.
Consecuentemente, la invencién proporciona un método
para la produccién de un anticuerpo humano recombinante de
acuerdo con la invencién, caracterizada por la expresién de
un acido nucleico codificando
a) una cadena pesada de anticuerpo comprendiendo como CDRs,
CDR1 (aa 31-35), CDR2 (aa 50-66) y CDR3 (amaa 99-107) de
la ID de SEC N°:1 6 3;

b) una cadena ligera de anticuerpo comprendiendo como CDRs,
CDR1 {aa 24-34), CDR2 (aa 50-56) y CDR3 (aa 89-98) de la
ID de SEC N°:2 6 4.

La invencién ademés comprende el uso de un anticuerpo
de acuerdo con la invencién para el diagnéstico de IGF-IR
in vitro, preferiblemente por un ensayo inmunolégico deter-
minando la unién entre IGF-IR de una muestra y el anticuer-

po de acuerdo con la invencién.

iy
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En otro aspecto, la presente invencién proporciona una
composicién, por ejemplo una composicién farmacéutica, con-
teniendo un o una combinacién de anticuerpos monoclonales
humanos, © la porcién de unién al antigeno del mismo, de la
presente invencidén, formulada junto con un vehiculo farma-
céuticamente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién tam-
bién se pueden administrar en terapia de combinacidén, es
decir, combinada con otros agentes. Por ejemplo, la terapia
de combinacién puede incluir una composicidén de la presente
invencién con al menos un agente anti-tumoral u otra tera-
pia convencional.

| Un "agente quimioterapéutico" es un compuesto quimico
Gtil en el tratamiento de cancer. Ejemplos de agentes qui-
mioterapéuticos incluyen Adr;amicina, Doxorubicina, 5-
Fluorouracilo, Citosina arabinésido ("Ara-C"), Ciclofosfa-~
mida, Tiotepa, Taxotero (docetaxel), Busulfan, Gemcitabina,
Citoxina, Taxol, Metotrexato, Cisplatino, Melfalan, Vin-
blastina, Bleomicina, Etopésido, Ifosfamida, Mitomicina C,
Mitoxantrona, Vincristina, Vinorelbina, Carboplatino, Teni-
pésido, Daunomicina, Carminomicina, Aminopterina, Dactino-
micina, Mitomicinas, Esgperamicinas (ver Patente de EEUU N°.
4,675.187), Melfalan y otras mostazas nitrogenadas.

El término "agente citotéxico” tal como se utiliza
aqui se refiere a una sustancia que inhibe o previene 1la
funcién de células y/o causa destruccidén de células. El
término pretende incluir isdtopos radioactivos, agentes

guimioterapéuticos, y toxinas tal como toxinas enzimatica-
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mente activas de hongos de origen bacteriano, de plantas o
animales, o fragmentos de los mismos.

El término "profdrmaco" tal como se usa'en esta soli-
citud se refiere a un precursor o una forma derivada de una
sustancia farmacéuticamente activa que es menos citotdxica
para las células tumorales en comparacién con el fArmaco
original y es capaz de activarse enzimaticamente o conver-
tirse en formas originales mas activés. Ver, por ejemplo,
Wilman, "Prodrugs in Cancer Chemotherapy" Biochemical So-
ciety Transactions, 14, pp. 375-382, 615th Meeting Belfast
{1986), y Stella et al., "Prodrugs: A Chemical Approach to
Targeted Drug Delivery," Directed Drug Delivery, Borchardt
et al., (ed.), pp. 247-267, Humana Press (1985). Los pro-
farmacos de esta invenciédn incluyen, perc no se limitan a,
profarmaces gque contienen fosfato, profdrmacos que contie-
nen tiofosfato, profarmacos que contienen sulfato, profar-
macos que contienen péptidos, pro-firmacos D-aminodcidos
modificados, profdrmacos glicosilados, profidrmacos de ani~-
llo P-lactamico, pro-fa&rmacos que contienen fenoxiacetamida
opcionalmente sustituidos o pro-férmacos que contienen fe-
nilacetamida opcionalmente sustituida, 5-fluorocitosina vy
otros pro-farmacos 5-fluorocuridina que se pueden convertir
en el farmaco libre citotdxico mas activo. Ejemplos de far-
macos citotdxicos que pueden ser derivados a una forma de
pro-farmaco para su uscu e esta invencidén incluyen, pero ne
se limitan a, aquellos agentes quimioterapéuticos descritos

anteriormente.

Tal como se utiliza aqui, "vehiculo farmacéuticamente
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aceptrahle” incluye cualgquirra y todos los disalventes, me-
dios de dispersién, cubiertas, agentes antibacterianos vy
antifingicos, agentes isoténicos y retrasadores de la ab-
sorcién, y similares que son fisiolégicamente compatibles.
Preferiblemente, el vehiculo es adecuado para una - -adminis-
tracién intravenosa, intramuscular, subcutanea, parenteral,
espinal o epidérmica (p.ej. por inyecciédn o infusién).

Una "sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a una
sal que mantiene la actividad bioldégica deseada del anti-
cuerpo Yy no produce ningin efecto toxicolégico no deseado
(ver por ejemplo Berge, S.M., et al., J. Pharm. Sci. 66
(19?7) 1-19). Tales sales se incluyen en la iﬁvencién.
Ejemplos de tales sales incluyen sales de adicién &cida y
sales de adicidén bésica. Las sales de adicién A&cida inclu-
yen aquellas derivadas de 4&cidos inorganicos no téxicos,
tales como sales de clorhidrico.

Una composicién de la presente invencidédn se puede ad-
ministrar mediante una variedad de métodos conocidos en el
arte. Tal como se puede apreciar por los entendidos en el
campo, la via y/o modo de administracién variaréd dependien-
do de los resultados deseados.

Para administrar un compuesto de la invenciédn mediante
ciertas vias de administracién, puede ser necesario cubrir
el compuesto con, o co-administrar el compuesto con, un ma-
Lterial para prevenir su ilnaclivacidn. lur ejemplo, el com-
puesto se puede administrar a un sujeto en un vehiculo
apropiado, por ejemplo, liposomas, o un diluyente. Los di-

luyentes farmacéuticamente aceptables incluyen solucicnes
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salinas y soluciones de tamponcs acuosos.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen
soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos esté-
riles para la preparacidén extemporanea de dispersiones o
soluciones inyectables estériles. El uso de tales medios y
agentes para sustancias farmacéuticamente activas conocidas
en el campo.

Las frases "administracién parenteral” y "administrado
parenteralmente” tal como se utiliza aqui indican otros mo-
dos de administracidén que no sean la administracién enteral
y tépica, normalmente mediante inyéctables, e incluye, sin
limitacién, inyecciones o infusiones via intravenosa, in-
tramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, in-
tracrbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal,
transtraqueal, subcutdnea, subcuticular, intraarticular,
subcapsular, subaracnoidal, intraspinal, epidural e in-
traesternal.

Estas composiciones también pueden contener adyuvantes
tales como conservantes, agentes humectantes, agentes emul-~
sionantes y agentes dispersantes. La prevencién de la pre-
sencia de microorganismos puede asegurarse tanto mediante
procedimientos de esterilizacién, supra, como por la inclu-
8ién de varios agentes antibacterianos y antifingicos, por
ejemplo, paraben, clorobutanol, fenol, &cido sérbico, y si-
milares. Puede ser también deseable para incluir agentes
isoténicos, tales como aziicares, cloruro sédico, y simila-

res en las composiciones. Ademds, la absorcién prolongada

de las formas farmacéuticas inyectables puede conllevar a
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la inclusién de agentes qQue retrasan la absorcidn tal como
monoestearato de aluminio y gelatina.

Independientemente de la via de administracién selec-
cionada, los compuestos de la presente invencidn, gque se
pueden usar de una forma hidratada apropiada, y/o las com-
posiciones farmacéuticas de la presente invencién,.se for-
mulan en formas de dosificacién farmac:éuticalunente acepta-
bles mediante métodes convencionales ‘conocidos por agquellos
entendidos en el campo.

Los niveles de dosis reales de los ingredientes acti-
vos en las composiciones farmacéuticas de la presente in-
vencién pueden ser variados de modo que se obtiene una can-
tid;d de ingrediente activo que es efectiva para obtener la
respuesta terapéutica deseada para un paciente en particu-
lar, composicién, y modo de administracién, sin ser téxico
para el paciente. El nivel de dosis seleccionado dependerd
de una variedad de factores farmacocinéticos incluyendo la
actividad de las composiciones particulares de la presente
invencién empleada, o el éster, sal o amida de los mismos,
la via de administracién, el tiempo de administracién, la
tasa de excrecién de un compuesto en particular a ser em-
pleado, la duracién del tratamiento, otros farmacos, com-
puestos y/o materiales usados en combinacién con las compo-
siciones particulares empleadas, la edad, sexo, peso, con-
dicién, salud general e historial de medicacién anterior
del paciente a tratar, y factores similares bien conocidos
en las artes médicas.

La composicién debe ser estéril y fluida para posibi-
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litar que esta composicidén sea distribuible mediante una
jeringa. Ademads de agua, el vehiculo puede ser una solucidn
salina tamponada isoténica, etanol, poliol (por ejemplo,
glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido, y si-
milares), y mezclas adecuadas de los mismos.

Se puede mantener una fluidez apropiada, por ejemplo,
usando una cubierta tal como lecjitina, manteniendo el tama-
fio de particula requerido en el caso de dispersién y me-
diante el uso de surfactantes. En muchos casos, es preferi-
ble incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares, po-
lialcoholes tales como manitol o sorbitol, y cloruro sédico
en %a composicién. La absorcién a largo término de las com-

posiciones inyectables se puede llevar a cabo incluyendo en

la composicién un agente que retrasa la absorcidn, por.

ejemple, monoestearato de aluminio o gelatina.

Los siguientes ejemplos, referencias, listado de se-
cuencias y figuras se proporcionan para ayudar al entendi-
miento de la presente invencién, el verdadero alcance de la
cual se lista en las siguientes reivindicaciones indexadas.
Se sobreentiende que las modificaciones se pueden hacer en
procedimientos listados sin desviarse del espiritu de 1la
invencion.

Descripcién _del Listado de Secuencias

ID de SEC N°: 1-4 Secuencias de amino y nucledtido de
dominios de regiones variables ligeros y pesados de los an-
ticuerpos 18 y 22

ID da SEC N°: 5y 6 Secuencias de amino y nucled-

tido de dominios de regiones constantes humanas
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Descripcién de lag Figuras

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

1l

10

Expresién en superficie de IGF-IR en cultivos ce-
lulares de baja y alta densidad.

Ensayo WST (células NCI H322M) para la inhibicién
de la proliferacién en cultivos 3D.

Ensayo de formacién de colonias para la inhibi-
cién de la proliferacidén em cultivos 3D (descrip-
cién microscédpica).

Ensayo de formacién de colonias para la inhibi-
cién dé la proliferacidédn en cultivos 3D (cuanti-
ficacibébn). ctr= control; Cl 18= anticuerpo 18.
Inhibicién de I?5-IGF-I unido a células HT29 me-
diante los anticuerpos 18 y 22 (valores Clsp).
Inhibicién de I'?*-IGF-II unido a células HT29 por
el anticuerpo 18.

Inhibicién de I'?®-IGF-II unido a células HT29 por
el anticuerpo aIR3.

Bloqueo de la fosforilacién inducida por IGF-I de
ambos IGF-IR y Akt/PkB.

Ninguna inhibicién de I'**-insulina unida a célu-
las 3T3~IR mediante anticuerpos anti-hlGF-1R.
(MAX a/o Ab: méxima unién de I'%5-insulina; MIN:
minima unién tras la competicién con insulina 1
M)

Ningunas actividades estimulantes de AK18 en cé-

lJulas 3T3 sobreexpresando IGF-IR.

Figura 11 Ningunas actividades estimulantes de AK18 en cé-

lulas tumorales humanas (HT29).

Do3
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Eigﬁra 12 Requlacién a la baja de IGF-IR expuesta en la su-
perficie celular H322N por el anticuerpe 18 in
vitro.

Figura 13 Tratamiento con AK1l8, volumen tumoral primario

Figura 14 Tratamiento con AK18 con o sin gemcitabina

Figqura 15 Tratamiento cron AK1R, volumen tumoral primarcio

'Bjemplo 1 '

Generacién de una linea celular de hibridoma productora de
anticuerpos anti-IGF-IR

Cultivo de hibridomas

Los hibridomas HuMAb generados se cultivaron en Medio
de Expresién de Hibridomas (PAA Laboratories GmbH, Austria)
complementados con 2 mM de L-glutamina (BioWhittaker) y 4%
Factor de Clonacién de Origen (Igen, Francia) a 37°C y 5%
CO;. '

Procedimiento de Inmunizacién de ratones transgénicos

Diez ratones transgénicos HCo7 (4 machos y 6 hembras),
vepa GG2201 (Medarex, Sun Jousd, CA, UDA) se Lnmunizaron al-
ternativamente con 1x10® células NIH 3T3, se transfectaron
con un vector de expresidon para IGF-IR, y 20 pg de dominio
extracelular soluble de IGF-IR. Se realizaron seis inmuni-
zaciones en total, tres inmunizaciones intraperitoneales
(IP) con las células que expresaban IGF-IR y tres inmuniza-
ciones subcutdneas (5C) en la base de la vula von pruleinag
recombinante. Para la primera inmunizacién, 100 pl de 1x10°8
células NIH 3T3 IGF-IR se mezclaron con 100 pl de adyuvante
completo de Freund (CFA; Difco Laboratories, Detroit, USA).

Para todas las otras inmunizaciones., 100 pl de células en

o\
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PRS s nmaron o s menclé prateina recoamhinante con 100 pl
de adyuvante incompleto de Freund (ICFA; Difco).

ELISA especifico de antigenos

Las titulaciones AnLi-1GF-1R en suero de ratones inmu-
nizados se determinaron mediante un ELISA especifico de an-
tigeno. E] dominio extracelnlar soluble TGF-IR se cubridé a
una concentracién de 1 ug/ml en PBS durante toda la noche a
4°C, o durante dos horas a 37°C, en placas de 96 pocillos.
Mds tarde, los pocillos se bloquearon con PBSTC (PBS suple-
mentado con 0,05% Tween®-20 Yy 2% de suero de pollo (Gibco
BRL)) durante 1 hora (h) a temperatura ambiente. El suero
de la primera Loma e Jdiluyd 1/050 on PBATC, ol suerg de las
otras tomas se pre-diluyd 1/100 en PBSTC y se diluyd en se-
rie hasta 1/6400. Los sueros diluidos se afladieron a los
pocillos y se incubaron durante 1 h a 37°C. El suero Pre-
toma se usd como contrul negalivo. 200 ng/ml de IGF-IR an-
ti-humano de cabra (100 pg/ml) se usaron como control posi-
Live., A cunlinuacidn, Las plucas se lavarun Jdus veles con
PBST y se incubaron con peroxidasa de rabano picante (HRP)-
conjugada con IgG F(ab’); antihumana de rata (DAKO), se di-
luySd 1/2000 en PBSTC durante 1 h a 37°C. Los pocillos se
lavaron dos veces con PBEST y lous ensayus se desarrollaron
con una solucién ABTS® preparada en fresco (1 mg/ml) (ABTS:
2,2"-azino bLis (acido J=-clilbenzliazolina-v=-sullonico) du-
rante 30 minutos a temperatura ambiente (TA) en la oscuri-
dad. La absorbancia se midié a 405 nm.

Analisis FACS

Ademas para la determinacién mediante un ELISA especi-
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fico de antigeno, las titulaciones anti-IGF-IR en el suero
de los ratones inmunizados también se determinaron por ané-
lisis FACS. Las células NIH 3T3 IGF-IR y las células NIH

3T3 IGF-IR no transfectadas se incubaron con suero diluido

durante 30 minutos a 4°C. El suero pre-toma se usdé como’

cant Lal aegalive. Toicialmnle, 200 ng/ml de 1GF-TR anl i-
humano de cabra se usaron como control positivo. Las célu-
las se lavaron tres veces en PBS suplementadc con albdmina
de suero bovino 1% y 0,01% de azida. A continuacién, las
células se incubaron cor flucoresceina isotiocianato (FITC)-
conjugado con fragmenlous (F(ab’'), de fragmentos de unidén a
aitigenou) de lyu humana anbi-humanga de rala diluidae 17100
en tampén FACS, durante 30 minutos a 4°C. Las células se
lavaron dos veces en tampén FACS y las muestras se analiza-
ron en un FACSCalibur (Becton Dickinson, Erembodegem-Aalst,
Bélgica).

Promociédn de los ratones

Cuanduv se elicunliv gque luas Liltulaciovoes sé;iuas de an-
ti~-IGF-IR eran suficientes, los ratones fueron adicional-
mente promovidos dos veces con 15 pg de dominio extracelu-
lar IGF-IR en 200 pl de PBS intravenosamente (i.v.) 4 y 3
dias antes de la fusidn.

Generacidén del Hibridoma

Los ratones se sacriticaron y se extrajeron el bazo y
los nodos linfaticos que flanqueaban la aorta abdominal y
la vena cava. La fusidn de los esplenocitos y las células
de los nodos linfiticos con el patrén de fusién SP 2.0 se

realizdé de acuerdo con procedimientos operativos estandar.

b
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x-ELISA

Para determinar si los hibridomas que resultaron de la
fusidén generaban anticuerpos humanos, se realizdé un x-
ELISA. Las placas ELISA se cubrieron con anticuerpos de ca-
dena ligera k¥ de IgG anti-humana de rata (DAKO) diluidas
1710000 en PBS mediante incubecion duranlte Loda la noche a
4°C. Tras descartar los pocillos, las placas se bloquearon
por incubacién con PBSTC durante 1 hora a temperatura am-
biente. Después, los pocillos se incubaron con sobrenadante
del cultivoe de hibridoma, se diluyeron a 1/2 en PBSTC. El
medio de cultivo diluido a 1/2 en PBSTC se usdé como control
negativo, el suero de ralones k-ligera positivos diluido
1/100 en PBSTC sirvidé como control positivo. A continua-
cién, los pocillos se lavaron tres veces y se incubaron con
F(ab’)2 IgG anti-humana de rata HRP-conjugada (DAKO), dilui-
da 1/2000 en PBSTC durante 1 h a 37°C. Los pocillos se la-
varon tres veces y los ensayos se desarrollaron con una so-
lucién ABTS® preparada en fresco (1 mg/ml) durante 30 minu-
tos a temperatura ambiente (TA) en la oscuridad. La absor-
bancia se mididé a 405 nm en un lector de placas ELISA.

Se prepararon los anticuerpos monoclonales 18 y 22.
Ejemplo 2
Daeterminacion de la afinidad de los anticuerpos anti-IGF-IR
por IGF-IR

Instrumento: BIACORE® 3000

Chip: CM5

Acoplamiento: acoplamiento amina

Tampén: HBS (HEPES, NaCl), pH 7,4, 25°C

Ao
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Para mediciones de afinidad los anticuerpos FCy anti
humanos (de conejo) se acoplaron a la superficie del chip
para la presentacién del anticuerpo frente IGF-IR. El domi-
nio extracelular IGF-IR se afiadié en varias concentraciones
en solucién. La asociacidén se mididé mediante una inyeccidn
de IGF-IR de 3 minutos; la disociacidén se midié por lavado
de la superficie del chip con tampédn durante 5 minutos. Los
datos de afinidad para los anticuerpos 18 y 22 se muestran

en la Tabla 1.

Tabla 1:
Datos de Afinidad medidos por SPR (BIACORE® 3000)
Anticuerpo | ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M)
18 1,49 x 10%| 1,03 x 1077 6,95 x 10713
22 1,47 x 105| 9,64 x 107° 6,56 x 1079
Ejemplo 3

Crecimiento tridimensional de las células tumorales y so-
bre-expresidén del receptor IGF~I en el contacto célula-
célula {cultivo 3D)

Materiales y Métodos:

Las células NCI H322M se cultivaron en medio RPMI en
superficies de cubierta de vidrio de grado éptico tanto a
baja densidad o a super-confluencia para estudiar los efec-
tos en la expresidn de superficie IGF-IR. En paralelo, el
tejido injertado heterdlogo H322M aislado del grupo de con-
trol (ratones sin tratar) se congeld por shock en isopenta-
no y se cortaron crio-secciones de 5um de grosor. El marca-
je por inmunofluorescencia se realizd usando un anticuerpo

monoclonal anti IGF-IR de ratén (aIR3, 5pg/ml) o un anti-

o
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cuerpo de acuerdo con la invencidén, seguido de un anticuer-
po anti-ratén de cabra o un anticuerpo anti-ratén de cabra
marcado con Cy3 (Amersham Biosciences, GB) o BAlexa Fluor®
488 (Molecular Probes, Inc., USA). Los especimenes se ana-
lizaron en un microscopio confocal leica SP2 o se analiza-
ron por FACS.

Resultados:

Cuando las células H322M se cultivaron a alta densidad
se vieron que mediante microscopia confocal se hizo aparen-
te que IGF-IR se aglomeraba especificamente en los sitios
de contacto célula-célula. Cuando se comparaba al creci-
miento de células H322M in vivo, esto es tejido injerto
heterdlogo, habia una impresionante similitud con los cul-
tivos densamente empaquetados in vitro asi como lo gque se
refiere a la organizacién de los receptores de superficie
IGF-I.

También se cuantificdé por FACS una regulacién a la al-
za de los receptores IGF-I de superficie en cultivos super-
confluentes de células H322M. La expresién en superficie
del receptor IGF-I aumentdé mas de 10 veces cuando las Eélu-
las crecieron bajo condiciones de alta densidad en compara-
cién con haja densidad sin contactos célula-célula signifi-
cativos,

Otras células tumorales tales como HT29, MDA23]1 y MCF-
7 mostraron un comportamiento similar, indicando que la re-
gulacién a la alza de los receptores IGF-I en la superficie
celular en el establecimiento de los sitios de contacto cé-

lula-célula no es una caracteristica lUnica de las células
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H322M pero parece ser una propiedad general de un tejido
maés asi como la organizacién que también se encuentra in
vivo (Fig. 1).
Ejemplo 4
La inhibicién del crecimiento de las células tumorales
H322M expresando IGF-IR en cultivos 3D bajo tratamiento con
anticuerpo 18 (ensayo WST) .
Las células H322M se cultivaron en RPMI1640/0,5% medio
FCS en placas cubiertas con poli-HEMA (poli(2-
hidroxietilmetacrilato}) para prevenir la adherencia a la
superficie plastica. Bajo esas condiciones, las c¢élulas
H322M formaron esferoides densos que crecieron tridimensio-
nalmente (una propiedad que es llamada independencia de an-
claje). Estos esferoides se asemejan estrechamente a la
histoarquitectura tridimensional y la organizacién de tumo-
res s6lidos in situ. "Los cultivos esferoides se incubaron
durante 5 dias en 1a presencia de cantidades crecientes de
anticuerpos de 0-240 nM. El ensayo de conversién WST se usd
para medir la inhibicién del crecimiento. Cuando los culti-
vos esferoides H322M se trataron con concentraciones dife-
rentes de anticuerpo 18 (1-240 nM) se pudo observar una in-
hibicién dependiente ¢de la dosis en el crecimiento (Fig.
2).
Ejemplo 5
Inhibicién del Crecimiento de las células tumorales E322M
exprasando IGF-IR en cultivos 3D (ensayo de formacién de

colonias)

Las células H322M se cultivaron en RPMI1640/10% medio

Mo
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NCS en placas cubiertas con poli-HEMA para prevenir la ad-
herencia a la superficie plastica. Bpﬁo estas condiciones,
las células H322M formaban esferoides densos que crecian
tridimensionalmente (una propiedad gque se llama independen-
cia de anclaje). Estos esferoides representan la histoar-
quitectura tridimensional y organizacién de los tumores sé-
lidos in situ. Los cultivos esferoides se incubaron durante
5-10 dias en presencia de cantidades crecientes de anti-

cuerpos desde 0-7,5ug/ml. El1 anticuerpo monoclonal <HBV> se

usdé como control negative. Las colonias se observaron en un

microscopio invertido (Zeiss Axiovert) usando contraste de
fases y se contaron usando un sistema de imagen automatiza-
do (MetaMorf). Cuando los cultivos esferoides H322M se tra-
taron con diferentes concentraciones (0,5-7,3pg/ml) de an-
ticuerpo 18, se pudo observar una inhibicién dependiente de
la dosis en el c¢recimiento, mientras que el anticuerpo con-
trol <HBV> casi que ni, tenia o no tenia efecto. Tanto el
nimero como el tamafio de las colonias se redujo claramente
en los cultivos tratados con 7,5 pg/ml de anticuerpo 18
(Fig. 3).

El andlisis cuantitativo de colonias mayores de 100pm
de didmetro reveld que el nimero de colonias se redujo al-
rededor del 66% en los cultivos tratados con 0,5ug/ml de
anticuerpo 18 (Fig. 4).

Ejemplo 6
Inhibicién de IGF-I y IGF-II unidos a células tumorales ex-
praesando IGF-IR

Con el fir de determinar la capacidad del anticuerpo

M
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de la invencién para bloquear la unién de los ligandos IGF-
I y IGF-II al receptor 1GF-I (1GF-1R),. se realizaron los
experimentos de competicién con péptidos ligando marcados
radiactivamente.

Las células tumorales humanas (HT28, NCI H322M, 0,5 a
1 x 10%/ml) se dispusieron en medio RPMI 1640 (PAA, Cat. No.
E15-039) suplementado con 2 mM de L-Glutamina, 1x aminodaci-
dos no esenciales (Gibco, Cat. No. 11140-035), 1 mM piruva-
to sédico (Gibco, Cat. No. 11360-039) y 10% FCS inactivado
por calor (PAA, Cat. No. Al5-771). Seis botellas en el for-
mato T175 se inocularon con 20 ml de células en el medio
respectivo para cada experimento y se cultivaron durante
dos dias a 37°C y 5% CO;, para obtener monocapas celulares
confluentes.

Para recoger células individuales, se afiadieron 2 ml
de 1x Tripsina/EDTA (Gibco, Cat. No. 25300-054) por matraz
T1l75 y el desprendimiento de células se monitorizé con un
microscopio Zeiss Axiovert25. Las células se recogieron y
se afiadié medio con 10% FCS tal como se describid anterior-
mente a un volumen total de 50 ml. Las céiulas se volvieron
a aislar mediante centrifugacién durante 10 minutos a 1000
rpm (Heraeus sepatech, Omnifuge 2.0 RS) y se resuspendieron
en 50 ml de tampén de unidén (120 mM NaCl, 5 mM KC1l, 1.2 mM
MgsO,, 1 mM EDTA, 10 mM D(+)glucosa, 15 mM NaAc, 100 mM
Hepes pH 7,6, 1% BSA). Las células se contaron, se re-
aislaron mediante centrifugacién y se ajustaron cgn tampén
de unién a 1 x 10° células/ml.

Los péptidos IGF-I y IGF-II marcados con I'¥® (Amers~



10

15

20

25

- 57

ham, ~2000 Ci/mmol, Cat. No. IM172 y IM238)}, solubilizados
en 0,1% CH3;COOH, se diluyeron en tampén de unién a una acti-
vidad final de 4 x 10° contajes/(minuto x ml). 75 pl de an-
ticuerpo a las concentraciones especificadas junto con 25
ul de péptido IGF-I 6 IGF-II prediluido marcado con I'?® se
aﬁadierén a 200 pl de suspensidn celular y se incubd duran-
te 3,5 h a 4°C. Las células se re-aislaron por centrifuga-
cién durante 5 minptos a 2000 rpm (Eppendorf, 5415C) y se
elimindé el sobrenadante. Tras lavar dos veces en 1 ml de
tampén de unién, las células se resuspendieron en 1 ml de
tampén de unidén y se transfirié a tubos de centelleo. La
cantidad de péptido radioactivo unido a los receptores de
la superficie celular se mididé en un contador de centelleo.

Las curvas de Clsp resultantes que demuestran la capa-
cidad del anticuerpo para inhibir la unién del péptido IGF-
I e IGF-II al receptor IGF-I se muestran en las Figs. 5 y
6. El valor CIs; promedio para el anticuerpo 18 es 0,3 nM.
Para este anticuerpo, no se pudo detectar inhibicidén depen-
diente de concentracién de IGF-II unido al receptor. Los
resultados para el anticuerpo @IR3 se muestran en la Fig.
7. No se pudo cobservar inhibicidén detectable para la unidn
IGF-I1I.
Ejemplo 7
Ensayo competitivo de anticuerpos para la union IGF-IR

Para el mapeo de epitopos de anticuerpos monoclonales
anti-IGF-IR se selecciond un formato similar al de medicién
de la afinidad (Ejemplo 2), pero IGF-IR se pre-incubdé du-

rante al menos 0,5 horas a temperatura ambiente con el an-
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ticuerpo en la solucidén. Esta mezcla se inyectd y se detec-
té la unidén 1GF-LR (o inhibicion). Este ensayo permillid me-
dir la actividad inhibidora ‘reciproca de los anticuerpos
monoclonales para la unidn IGF-IR. Se encontré que los an-
ticuerpos de la invencidén compiten por unirse a IGF-IR con
aIR3, un anticuerpo que es conocide por unirse a los aa
217-274 (Gustafson, T.A., y Rufter, W.J., J. Biol. Chen.
265 (1990) 18663-18667).
Ejemplo 8
Inhibicioén de la fosforilacién mediada por IGF-I de IGF-IR
y Akt/pkB

Con el fin de determinar la capacidad del anticuerﬁo
de la invencién para inhibir la activacién y fosforilacidnm
del receptor IGF-I (IGF-IR), se realizaron experimentos
competitives con el péptido IGF-I y consiguiente anélisis
por Western blot con anticuerpos especificos para la tiro-
sina fosforilada.

LLas células tumorales humanas (HT29, NCI H322M, 5 x

10°/ml) se pusieron en medio RPMI 1640 medium {(PAA, Cat. No.

E15-039) suplementado con 2 mM de L-Glutamina, 1lx aminodci--

dos no esenciales (Gibco, Cat. No. 11140-035), 1 mM piruva-
to sédico (Gibco, Cat. No. 11360—035) y 0,5% de FCS inac-
tivado por calor (PAA, Cat. No. Al5-771). Para determinar
los valores CIss, las placas de 12 pocillos se inocularon
con 1 ml de células en el respectivo medio para cada expe-
rimento y se cultivd durante dos dias a 37°C y 5% COa.

Tras 48 horas de cultivo con medio de bajo suero, el

medio se extrajo cuidadosamente y se reemplazé por diferen-

N
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tes concentraciones de anticuerpo diluido en el respectivo
medio. Tras 5 minutos de incubacién a 37°C y 5% CO; el pép-
tido IGF-I se afiadidé a una concentracién final de 2 nM y
las células se incubaron de nuevo durante 10 minutos bajeo
las condiciones mencionadas anteriormente. El medio se ex-
trajo cuidadosamente mediante aspiracién y se afnadieron 100
pl de tampén de lisis frio por pocillo (50 mM Hepes pH 7,2,
150 mM NaCl, 1mM EGTA, 10% glicerol, 1% Triton®-X100, 100
mM NaF, 10 mM Na4P20+, inhibidor de la proteasa Complete”).
Las células se desprendieron usando un raspador de células
(Corning, Cat. No. 3010) y los contenidos del pocillo se
transfirieron a tubos de reaccidén Eppendorf. Los fragmentos
celulares se eliminaron por centrifugacién durante 10 minu-
tos a 13000 rpm y 4°C y la mitad del sobrenadante se afiadié
a 2x al tampédn de muestra Laemmli en una proporcién 1:1
{v/v). Para la inmunoprecipitacién de IGF-IR, lo restos so-
brenadantes de lisados celulares se sometieron a un aclara-
cién por centrifugado (10 minutos a 13000 rpm y 4°C) justo
antes de afadir 1 pl de anticuerpo policlonal frente IGFE-
IRR (C-20, Santa Cruz Biotechnologies) o un anticuerpo mo-
noclonal murino (IgGl) que reconocia un epitopo con los
aminodcidos 440-586 del dominio extracelular (cadena a} del
receptor humano IGF Tipo 1 (mAb 24-55, GroPep). Tras 2
horas de incubacién a 4°C en un rotador de tubos de reac-
cién Eppendorf, 25 pl de cabezas de Proteina G Sefarose®
(Amersham Biosciences, Cat. No. 17-0618-01) se afladieron
seguldos de otro paso de incubacién de 1 hora a 4°C. Las

cabezas con complejos proteina-anticuerpo unidos se aisla-
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ron por centrifugacién (1 minuto a 2000 rpm y 4°C) y se la-
varon tres veces con un tampén de lavado (tampén de lisis
con s6lo 0,1% Triton®-X100). Tras hervir estas cabezas en
el mismo tampé4n de muestra Laemmli, las proteinas celulares
se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa (PROTRAN® BA 85, Schleicher&Schuell) me-
diante Western blot semi-seco.

Un anticuerpo especifico feosfotirosina (Upstate, clone
4G10, Cat. No. 05-321) se usd para determinar el estado de
fosforilacién de IGF-IR inmunopurificado. Para la deteccién
de RAkt/pkB fosforilado, se aplicé un anticuerpo con especi-
ficidad para Ser473 fosforilado (Cell Signalling, Cat. No.
9271).

El blogueo observado de IGF-I indujo la fosforilacidn
de ambos IGF-IR y Akt/pkB tal como se muestra en la Fig. B.
Ejemplo 9
Induccién de una regulacién a la baja mediada por anticuer-
pos de IGF-IR in-vitro

Con el fin de detectar los efectos del anticuerpo de
la invenc%én en la cantidad de receptor IGF-I (IGF-IR) en
células tumorales, se realizaron experimentos de transcurso
del tiempo y posterior analisis por western-blot con anti-
cuerpos especificos IGF-IR.

Las células tumorales humanas (HT29, 5 x 10" célu-
las/ml) en medio RPMI 1640 (PAA, Cat. No. E15-039) se su-
plementaron con 2 mM de L-Glutamina, 1lx aminodcidos no
esenciales (Gibco, Cat. No. 11140-035), 1 mM de piruvato

sédico (Gibco, Cat. No. 11360-039) y 10% FCS inactivada por
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calor (PAA, Cat. No. Al5-771). Para cada periodo de incuba-
cién se inoculdé una placa de 12 pocilles con 1 ml de célu-
las en el respectivo medio para cada experimento y se cul-
tivd durante 24 horas a 37°C y 5% CO;.

El medio se extrajo cuidadosamente y se reemplazé por
concentraciones diferentes de anticuerpo diluidos en el
respectivé medio. En dos pocillos control, el medio se re-
emplazd por.otro medio sin anticuerpo o por un medio con un
anticuerpo control (AB-1, Oncogene, Cat. No. GRll). Las cé-
lulas se incubaron a 37°C y 5% CO, y las placas individuales
se cogieron pars otros procedimientos tras 15 minutos, 24
horas y 48 horas.

El medio se extrajo cuidadosamente por aspiracidén y se
afladieron 100 pl de tampdén de lisis frio por pocille (50 mM
Hepes pH 7,2, 150 mM NaCl, 1mM EGTA, 10% glicerol, 1% Tri-
ton®-X100, 100mM NaF, 10 mM Na;P;0,, inhibidor de la protea-
sa Complete'). Las células se desprendieron usando un ras-
pador de células {(Corning, Cat. No. 3010) y los contenidos
del pocillo se transfirieron a tubos de reaccidén Eppendorf.
Los fragmentos celulares se eliminaron por centrifugacidn
durante 10 minutos a 13000 rpm y 4°C y el sobrenadante se
afiadié a 2x tampén de muestra Laemmli en una proporcién 1:1
(v/v). Las protezinas celulares se separaron mediante SDS-
PAGE y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
(PROTRAN® BA 85, Schleicher&Schuell, Cat. No. 10 401196)
mediante western-blot semi-seco.

Un anticuerpo especifico para IGF-IR (C-20, Santa Cruz

Biotechnologies, Cat. No. sc-713) se usdé para determinar
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niveles de proteinas de IGF-IR.

Se observd la regulacién a la baja de LGF-IR inducida
por el anticuerpo de la invencién después de menos de 24
horas tras la adicién del anticuerpo.

Ejemplo 10
Inhibicién de la unién de la insulina a las células 3T3 ex-
presando el receptor de insulina .humano

Con el fin de determinar si el anticuerpo de la inven-
cién también bloquea la unidn de la insulina al receptor de
insplina (IR), los experimentos competitivos se realizaron
con un péptido ligando marcado radiocactivamente.

Las células 3T3 (1 x 10°/ml) expresando recombinante-
mente altos nimeros de IR humana (>10°) se pusieron en medio
MEM Dulbecco (DMEM) con elevada glucosa (PAR, Cat. No. El1l5-
009) suplementada con 2mM de L-Glutamina (Gibco, Cat. No.
25030-024) y 10% de FCS inactivado por calor (PRA, Cat. No.
Al5-771). Seis matraces del formato T175 se inocularon con
20 m)l de células en el respectivo medio para cada experi-
mentoc y se cultivé durante dos dias a 37°C y 5% CO; para ob-
tener monocapas celulares confluentes.

Para recoger las células individuales, 2 ml de 1x
Tripsina/EDTA (Gibco, Cat. No. 25300-054) por matraz T175
se afladieron y el desprendimiento de células se monitorizé
con un microscopio. Las células se recogieron y se afladié
medic con 10% FCS tal como se describid anteriormente a un
volumen total de 50 ml. Las células se volvieron a aislar
por centrifugacién durante 10 minuteos a 1000 rpm y se re-

suspendieron en 50 ml de tampén de unién (120 mM NaCl, 5 mM

78
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KCl, 1,2 mM MgSO4, 1 mM EDTA, 10 mM D(+)glucosa, 15 mM NaAc,
100 mM Hepes pH 7,6, 1% BSA). Se contaron las células, se
volvieron a aislar por centrifugacién y se ajustaron con
tampén de unidén a 1 x 10° células/ml.

El péptido insulina marcado con I'?® (Amersham, Cat.
No. IM166, ~2000 Ci/mmol), solubilizado en 0,1% CH3;COOH, se
diluyé en tampén de unién a una actividad final de 4*10°
contajes/{minuto*ml). 75 pl del anticuerpo junto con 25 pl
de péptido insulina marcado con 1128 pre-diluido se afiadie-
ron a 200 pl de suspensiébn celular (concentraciédn de anti-
cuerpo final 200 nM) y se incubdé durante 3,5 h a 4°C. Las
células se reaislaron por centrifugacidén durante 5 minutos
a 2000 rpm y el sobrenadante se eliminé. Tras lavar dos ve-
ces en 1 ml de tampén de unidén, las células se resuspendie-
ron en 1 ml de tampén de unidén y se transfirieron a tubos
de centelleo. La cantidad de péptido radioactivo unido a
los receptores de superficie celular se midi$é en un conta-
dor de centelleo.

Los resultados demuestran que el anticuerpo de la in-
vencidén no interfiere con la unidén del ligando de insulina
al receptor de insulina (Fig. 9).

Ejemplo 11
No estimulacién de IGF-IR y fosforilacidén Akt/pkB

Con el fin de excluir las actividades estimulantes de
TARF-TR dal anticuerpo de la invencidén, la fosforilacién de
IGF-IR se determindé en la ausencia de ligando IGF-I pero en
presencia del anticuerpo de la invencién y un anticuerpo de

referencia (aIR3, Oncogene, Alemania). Esto se realizé me-
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diante un andlisis por western-blot con anticuerpos especi-
ficos en estado de fosrorilacion. Las células 3713 (ATCC CRL
1658) se transfectaron con IGF-IR (5*10% células/ml, Pietrz-
kowski, Z., et al., Cell Growth Differ. 4 (1992) 199-205)
se pusieron en medio MEM Dulbecco (DMEM) con elevada gluco-
sa (PAA, CatNo. E15-009) suplementado con 2mM de L-
Glutamina (Gibco, CatNo. 25030-024) y 0,5% de FCS inactiva-
do por calor (PAA, CatNo. Al5-771) o células tumorales
humanas (HT29, NCI H322M, 5*10‘/ml) en medio RPMI 1640 (PAA,
CatNo. E15-039) suplementado con 2 mM de L-Glutamina, 1x
aminodcidos no esenciales ({Gibco, CatNo. 11140-035), 1 mM
de piruvato sédico (Gibco, CatNo. 11360-039) y 0,5% de FCS
inactivado por calor (PAA, CatNo. A15-771). Para determinar
los valores de CIso, placas de 12 pocillos se inocularon con
1 ml de células en el medio respectivo para cada experimen-
to y se cultivé durante dos dias a 37°C y 5% CO;.

Tras 48 horas de cultivo con medio de suero bajo, el
medio se extrajo cuidadosamente y se reemplazo con diferen-
tes concentraciones de anticuerpo diluidoc en el medio res-
pectivo. ias células se incubaron durante 15 minutos bajo
las condiciones mencionadas anteriormente. El medio se ex-
trajo cuidadosamente por aspiracién y se afadieron 100 ul
de tampén de lisis frio por pocillo (50 mM Hepes pH 7,2,
150 mM NaCl, 1mM EGTA, 10% glicerol, 1% Triton-X100, 100mM
NaF, 10 mM Na,P;0;, inhibidor de la proteasa Complete™). Las
células se desprendieron usando un raspador de células
{Corning, CatNo. 3010) y los contenidos del pocillo se

transfirieron a tubos de reaccién Eppendorf. Los fragmentos
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celulares se eliminaron por centrifugacién durante 10 minu-
tos a 13000 rpm y 4°C (Eppendorr centrifuga b415R) y la mi-
tad del scbrenadante se- aﬁadié‘ a 2x tampdén de muestra
Laemmli en una proporcién 1l:1 (v/v). Para la inmunoprecipi-
tacién de IGF-IR, el sobrenadante remanente de los lisados
celulares que sufrieron un aclaramiento por centrifugacidn
(10 minutos a 13000 rpm y 4°C) justo antes de afiadir 1 pl
del anticuerpo contra IGF-IR (C-20, Santa Cruz Biotechnolo-
gles, CatNe. sc-713 o mAb 24-55, GroPep, CatNo. MADl). Tras
2 horas de incubacién a 4°C en un rotador de tubos de reac-
cién Eppendorf, se afladieron 25 pl de cabezas de Proteina G
Sefqrose“ {Amersham Biosciences, CatNo. 17-0618-01) seguido
de otro paso de incubacién de.l hora a 4°C. Las cabezas con
complejos anticuerpo-proteina unidos se aislaron por cen-
trifugacién (1 minuto a 2000 rpm y 4°C) y se lavaron tres
veces con tampdon de lavado (tampén de lisis con sélo 0,1%
Triton-X100). Tras hervir las cabezas con tampén de muestra
Laemmli, las proteinas celulares se separaron por SDS-PAGE
y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (PROTRAN
BA B5, Schleicher&Schuell, CatNo. 10 401196) mediante wes-
tern-blot semi-seco.

Un anticuerpo especifico de fosfotirosina (Upstate,
clon 4G10, CatNe. 05-321, reconoce proteinas fosforiladas
de tirosina) se usdé para determinar el estado de fosforila-
riAn  An TRP-TR inminapurifiradn, Para l1a deteccién de
Akt/pkB fosforilado, un anticuerpo contra Aktl con especi-
ficidad para Serd473 fosforilado (Cell Signalling, CatNo.
9271) se aplicé.

A1
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Se observé que the la quinasa Akt/pkB corriente abajo
en la via de sefializacién de IGF-IR se activd significati-
vamente por el anticuerpo de referencia a concentraciones
mayores de 5 nM pero no por el anticuerpo de la invencidn a
concentraciones de hasta 10.000 nM. Los resultados se mues-
tran en Figs. 10 y 11 (HM=medio de suero bajo con 0,5% FCS,
HM+TGFT= madjio de suern bajo con 0,5% FCS y 10 nM hIGF-I).
Ejemplo 12
Induccién de la regulacién a la baja en modelos de injertos
heterologos H322M

Los tumores se indujeron en ratones nude y se trataron
una vez con concentraciones diferentes del anticuerpo de la
inveneifAn., 24 haras tras el tratamiento los tumores se ex-
trajeron y se homogenizaron bajo nitrégenc liquido. El tam-
pén de lisis frio se anadié (50 mM Hepes pH 7,2, 150 mM
NaCl, 1lmM EGTA, 10% glicerol, 1% Triton-X100, 100mM NaF, 1
mM Nasv0,, 10 mM Na,P:0;, inhibidor de la proteasa Complete™,
1lmM PMSF) en un volumen de tampén en una proporcién de peso
del tumer de 3:1 y s mezcld eoncienzudamente con el homo-
genado de tumor descongelade. Tras solubilizar el tejido
durante 15 minutos en hielo, los fragmentos insolubles se
extrajeron por centrifugacién durante 10 minutos a 13000
rpm y 4°C (centrifuga Eppendorf 5415R). La concentracién de
proteina de las muestras se determiné con los Reactivos Mi-
Lo BCA™ (Lierce) y ol tampdn e liuds se afiadid para ajus-
tar concentraciones iguales. Parte del sobrenadante se afia-
dié a 2x tampdn de muestra Laemmli en una proporcién 1l:1

(v/v). Las proteinas celulares se separaron por SDS-PAGE ¥y
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se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (PROTRAN
BAR 85, Schleicher&Schuell, CatNo. 10 401196) mediante wes-
tern-blot semi-seco. Un anticuerpo especifico IGF-IR (C-20,
Santa Cruz Biotechnologies, CatNo. sc-713) se usé para de-
tectar IGF-IR.

Tras el tratamiento'con el anticuerpo de la invencién,
observamos una disminucidén dependiente de la concentracién
de los niveles de IGF~-IR con una EC50 estimada a 0,6 mg/kg
(Figura 12)..

Ejemplo 13
ELISA de Unién Clg
_Introduccidn

Para determinar la capacidad de 1los anticuerpos de
acuerdo con la presente invencién para fijar Clg se usé un
ELISA. Clg es parte del sistema inmune adaptativeo y, tras
la unién a los complejos inmunes, activando la activacién
secuencial de varios zimégenos. Tas enzimas a su vez, cau-
san la escisién de moléculas C3, que puede resultar en el
inicio de reacciones inflamatorias, opsonizacién de parti-
culas aberrantes o extrafias y lisis de las membranas celu-
lares.

En principio, la placa ELISA se cubre con unos rangos
de concentracién del anticuerpo, a los que se aflade Clg
humana. La unién Clg se detecté por un anticuerpec dirigideo
contra Clg lmmnana noequidea de un enonjnqgadn marcado con pe-
roxidasa.

Materiales y métodos

Los anticuerpos 18, 8 y 23 y los anticuerpos control
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#e ansayatan en o concenl raeionens dee 10, 5, 1y n,%-uq/mT. T
Tabla 1 muestra las especificidades de las muestras ensaya-
das. Como control negative se usdé una- IgG4 humana (CLB,
stock 0,5 pg/ml), gque une Clg muy débilmente. La IgGl huma-
na se incorpord como control positivo. Se usé la solucidn
estoc Clg humana con una concentracién de 2 pg/ml. Para la
deteccidn de Clg se usaron un anticuerpo de conejo dirigide
contra Clg kDako) y un anticuerpo IgG anti-conejo, .conjuga-
do con peroxidasa de rébano picante (Sigma).

Célculos y ajuste de curvas

Los cAlculos que se refieren a.unién maxima (Bmax) del
HuM%b ensayado se determinaron usando un ajuste de rectas
dae reogresién no linear (un sitio de unién) usando el soft-
ware Grafpad Prism.

Resultados

Los anticuerpos de acuerdo con la invencidén muestran
una unidén dependiente de dosis de la proteina Clgqg humana.
La densidad é6ptica a 405 nm (DO 405 nm) se representd fren-
te lan rconeoptrarcriones de HOIMAL vy las curvas se ajustaron
usando regresién no linear. Los mejores valores de ajuste
para la unidén maxima (Bmax) se listan en la Tabla 2, como
se muestran el coeficiente de correlacién de la recta (R2)
y la desviacién estandar para cada valor. El coeficiente de
correlacién m&s bajo tenia un valor de 0,950 (IgG4). Con
Ubia union maxima de 0,279, la IgGA humana (control negati-
vo) muestra la unién minima de Clg. Los controles positivos
IgGl 9 IgGl ambos se unian a Clg, tal como se muestra para

la unién méxima de 1.729 y 2.223, respectivamente.
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Tabla 2
Unién mixima (Bmax) de la HuMAb ensayado en el ELISA de

unién Clg (n=3)

Majores Bmax Desviacidn Calidad Desviacién
vaiores estandar del ajuste estandar
ajustados Bmax R? R?
IgG1 1,729 0, 166. 0,983 0,010
IgG3 2,223 0,947 0,995 0,005
IgG4 0,279 0,280 0,950 0,041
Anticuerpo 18 1,670 0,601 0,988 0,005

El coeficiente de correlacidén (R2) y la desviacidédn es-
tandar también se listan.

Comparado con ;a unién Clg de la IgG4 humana (control
negativo, con una D.O. de 0,279), todes los anticuerpos en-
sayados eran igualmente capaces de fijar Clgq.

Ejemplo 14
Determinacién de las funciones efectoras mediadas por anti-
cuerpos por anti-IGF-~IR HuMAbs

Con el fin de determinar la capacidad de los anticuer-
pos HuMAb generados para evocar mecanismos efectores inmu-
nes, se realizaron estudios de la citotoxicidad dependiente
del complemento (CDC) y citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos (ADCC).

Para estudiar CDC (National Cancer Institute, linea
celular de adenocarcinoma de pulmén), células H322M, H460 y
NIH 3T3 (2-6 x ;05) se marcaron con 100 pCi %Cr durante 45-
120 minutos (Amersham Pharmacia Biotech, UK, Cat CJsll).

Tras marcar las células se lavaron dos veces con 40 ml de
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PBS y se centrifugaron durante 3 minutes a 1500 rpm. Las
células entonces se pusieron en 5.000 por pocillo en una
placa con'el fondo redondc, en un volumen de 50 pl. Se afia-
dieron los anticuerpos a una_concentracién final en el ran-
go de 25-0,1 pg/ml en un volumen de 50 pl de medio de cul-
tivo celular a 50 pl de suspensién celular y se incubé du-
rante 30-60 minutos. Tras la incubacidén el exceso de anti-
cuerpo se elimindé lavando dos veces con PBS. Se afladieron
100 pl de una agrupacién activa o inactiva (30 minutos a
56°C) de suero humano, conejillo de indias, conejo o rato-
nes nude diluidos entre 1/3-1/30, y las células se incuba-
ron, durante 3 horas, tras lo que las células se centrifuga-
ron a 1500 rpm durante 3 minutos. 100 pl del sobrenadante
se cultivaron, y se transfirieron a tubos de polipropileno
y se contaron en un contador Y.

Para estudiar los efectos de los anticuerpos en ADCC,
H322M, H460 y NIH 3T3 u otras células apropiadas que expre-
san IGF-IR (2-6 x 10%) éstas se marcaron con 100 pCi SCr
durante 45-120 minutos (Amersham Pharmacia Biotech, UK, Cat
CJS11), se lavdé dos veces con 40 ml of PBS y se centrifugo
durante 3 minutos a ISbD rpm. Las células se pusieron en
5.000 por pocilloc en una placa de culo redondo, en un volu-
men de 50 pl. Los anticuerpos HuMAb se afiadieron a una con-
centracién final desde 25-0,1 pg/ml en un volumen de 50 pl
de medio de cultivo celular a 50 pl de suspensidn celular y
se incubdé durante 15 minutos. A continuacidén, 50 pl de cé-

lulas efectoras, PBMC fresco aislado ¢ células efectoras

purificadas a partir de la capa de leucocitos, se afadieron



®

f-—'_l‘

10

15

25

-71-

a una proporcién E:T en el rango de 100:1 a 5:1. Las placas
se centrifugaron durante 2 minutos a 500-700 rpm, y se in-
cubé durante toda la noche a 37°C. Tras la incubacién, las
células se centrifugaron durante 3 minutos a 1500 rpm y 100
pl de sobrenadante se cultivaron, se transfirieron a tubos
de polipropileno y se contaron en un contador y.

La magnitud de 1la lisis celular por CDC o ADCC se ex-
presa como % de la liberacién méxima de la radioactividad a
partir de las células diana lisadas por detergente corregi-
das por liberacién espontanea de la radioactividad a partir
de.las respectivas células diana.

Ejemplo 15
Inhibicién del Crecimiento de tumores H322M

Los efectos del anticuerpo 18 in vivo se investigaron
por induccién de tumores en ratones nude sin timo de acuer-
do con métodos establecidos. Las células H322M NSCLC huma-
nas se coinyectaron junto con Matrigel subcuténeamente en
ratones nu atimicos (nu/nu) de 6-7 semanas de edad. Con es-
te propésito, 5 x 10% células H322M se concentraron en 1001l
de medio de cultivo y se mezclaron con 100 pl de Matrigel.
200pl de esta mezcla se inyectaron en los costados derechos
de los ratones. El volumen del tumor se calculé midiendo
los diametros del tumor con caliperos Vernier dos veces por
semana de acuerdo con la férmula publicada primero por Ge-
ran et al. (“Protoculs lur screening chemical agents and
natural products against animal tumors and other biological
systems”, Cancer Chemother. Rep. 11.301, 1972) donde el vo-

lumen del tumor [mg]= (longitud x (ancho)?). El anticuerpo

. M2
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se administrdé intraperitonealmente (i.p.) a 10 ml/kg. El
tratamientc empezdé con dosis dob_leé. del anticuerpo adminis-
trado en volumenes dobles. Se inducieron los tumores en ra-
tones nude tal como se describe anteriormente. Después que
los tumores hayan crecido en un volumen promedic de 160 mg,
los ratones se trataron intraperitonealmente seis veces .una
vez por semana con 6, 0,6 y 0,06 mg/kg de anticuerpo como
dosis consecutivas partiendo con 12, 1.2 y 0,12 mg/ kg como
dosis de carga dada una vez el primer dia de tratamiento.
La figura 13 describe los volumenes de tumor medidos duran-
te el tratamiento hasta el dia 67, cuando los animales se
sacrificaron y el experimento terminé. El1 experimento de-
muestra que el bloqueo del eje IGF-IR mediante los resulta-
dos rhu anti-IGF-IR mAb 18 en eficacia anti-tumoral cuando
se administra como un age.nte simple a 6 y 0,6 mg/kg. En
contraposicién, 0,06 mg/kg no tenian efecto en el creci-
miento tumeral.

Ademds el anticuerpo 18 se ensayd en combinacién con
gemcitabina en el mismo modelo. Los tumores se indujeron
tal como se describen anteriormente y el tratamiento se
inicié cuando los tumores se habian establecidos y crecie-
ron a un promedio de 170mm® en todos los grupos. El anti-
cuerpo se administré una vez a la semana i.p. a 6 y 0,6
mg/kg y en combinacién con 62 mg/kg de gemcitabina a 0,6
mg. La gemcitabina se administra en un ciclo es decir cada
tres dias durante cuatro veces en total. De nuevo, el tra-

tamiento se empezé administrando dosis dobles de anticuer-

po. La Figura 14 muestra el tamafio del tumor en relacién

/HJ\
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con varios tratamientosz a través del tiempo. E1l experimento
demuestra gque el anticuerpo.la administrado una vez cada
siete dias inhibe el crecimiento tumoral por si mismo y po-
tencia la efectividad de la gemcitabina, un compuesto anti-
metabdlico conocido.
Ejemplo 16
Inhibicién del Crecimiento de los tumores 3T3

Los tumores se indujeron en ratones nude esencialmente
tal como se describe en el Ejemplo 15 excepto que se usaron
los fibroblastos 3T3 de ratén que sobreexpresan el IGF-IR
humano. Los ratones con los tumores establecidos de aproxi-
madamente 180 mg se trataron intraperitonealmente una vez
por semana durante siete veces con 18, 6 6 0,6 mg/kg de an-
ticuerpo 18. Otra vez, el tratamiento se empezé con dosis
dobles de anticuerpo dade como dosis de carga (36, 12 y 1,2
mg/kg). El experimento demuestra que mediante el tratamien-
to con el anticuerpo, el crecimiento. tumoral se puede re-
trasar cuando se administra a 18 y 6 mg/kg una vez por se-
mana (Figura 15). !
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Reivindicaciones

1. El anticuerpe unide a JGF-IR © inhibiendo la unidn

de IGF-I y IGF-II a IGF-IR, caracterizado en que dicho an-

ticuerpo

a)

b)

c)

d)

es del isotipo IgGl,

muestra una tasa de valores de CIsg de inhibicidén de
la unién de IGF-I a IGF-IR a la inhibicién de 1la
unién de IGF-II a IGF-IR de 1:3 a 3:1,

inhibe para al menos un 80% a una concentracién de 5
nM, la fosforilacidn IGF-IR en un ensayo de fosfori-
lacién celular usando células HT29 en un medio conte-
niendo. 0,5% de suero de ternera fetal inactivado
(FCS) cuando se compara con tal ensayo sin dicho an-
ticuerpo, y

no muestra actividad estimuladora de IGF-IR medida
como fosforilacidén IGF-IR a una concentracidén de 10
UM en un ensayo de fosforilacién celular usando célu-
las 3T3 proporcicnando de 400.000 a 600.000 moléculas
IGF-IR por célula en un medio que contiene 0,5% de
suero de ternera fetal inactivade por calor (FCS)
cuando se compara con tal ensayo sin dicho anticuer-
po.

2. El anticuerpo de acuerdo con 1la reivindicacién 1,

caracterizado en que dicho anticuerpo induce la muerte ce-

lular del 20% o méAs células de una preparacién de células

gue expresan IGF-IR tras 24 horas a una concentracidén de

dicho anticuerpo de 100 nM por ADCC.

3. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1 6

136
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2, caracterizado en que dicho anticuerpo induce la muerte
del 20% o mas células de.una preparacién de células que ex-
presan IGF-IR. tras 4 h a una cohceﬂtracién de anticuerpos
de dicho anticuerpo de 100 nM por CDC.

4. E1 anticuerpo de acuerdo con las reivindicaciones 1
a 3, caracterizado por sér un anticuerpo humano o humaniza-
do. _ '

5. E1l anticuerpo de acuerdo con'las reivindicaciones 1
a 4, caracterizado por una afinidad de alrededor de 107} a
107° M (Kp) -

6. El anticuerpo de acuerdo con las reivindicaciones 1
a 5, caracterizado por comprender como regiones determinan-
tes de la complementarigdad {({CDRs) con las siguientes se-
cuencias:

a) una cadena pesada de -anticuerpoc comprendiendo como

25

T E—t— - . e —

CDRs CDR1 (aa 31-35), CDR2 (aa 50-66) y CDR3 (aa 99-107)

de ID de SEC N°:1 6 3;
b) una cadena ligera de anticuerpo:r comprendiendo como

CDRs CDR1 (aa 24-34), CDR2 (aa 50-56) y CDR3 (aa 89-98)
de ID de SEC N°:2 & 4.
7. Anticuerpo de acuerdo con las reivindicaciones 1 a
6 que se puede obtener a partir de la linea celular hibri-
doma <IGF-1R> HUMAB Clon 18 (DSM ACC 2587) o <IGF-1R> HUMAB
Clon 22 (DSM ACC 2594).
8. El uso de un anticuerpo de acuerdo con las reivin-
dicaciones 1 a 7 para la elaboracién de una composicién
farmacéutica.

9. Una composicidédn farmacéutica que contiene un anti-

42>
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cuerpc de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 7 en una
cantidad farmacéuticamente efectiva.

10. Las lineas celulares de hibridoma <IGF-1R> HUMAB
Clon 18 (DSM ACC 2587) y <IGF-1R> HPMAB Clon 22 (DSM ACC
2594) .

11. Método para la elaboracidén de una composicién far-
macéutica que comprende una 'cantidad farmacéuticamente
efectiva de un anticuerpo de acuerdo con las reivindicacio-
nes 1 a 7.

12. Un acido nucleico codificando un polipéptido capaz
de ensamblarse junto con la otra cadena de anticuerpo res-
pectivamente definida posteriormente, mientras que dicho
polipéptido es cualquiera de

a) una cadena pesada de anticuerpo comprendiendo como

CDRe CDR1 (aa 31-35), CDR2 (aa 50-66) y CDR3 (aa 99-107)

de ID de SEC N°:1 &6 3;

b) una cadena ligera de anticuerpo comprendiende como
CDRs CDR1 (aa 24-34), 'CDR2 (aa 50:§23-y CDR3 (aa 89-98)
de ID de SEC N°:2 6 4;

13. Un vector de expresién comprendiendo un Aacido nu-
cleico de acuerdo con la reivindicacién 12, capaz de expre-
sar dicho &cido nucleico en una célula huésped procariota o
eucariota.

14. Una célula huésped procariota o euéariota compren-
diendo ¢l vector de acuercda con la reivindicaciédn 13.

15. Un método para la produccién de un polipéptido que
una a IGF-IR e inhiba la unién de IGF-I y IGF-II a IGF-IR,

caracterizado por la expresidn de un &cido nucleico codifi-

138
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cando una ,cadena pesada y un Acido nucleico codificando una
cadena ligera de acuerdo con la reivindicacién 11 en una
célula huésped procariota o eucariotd y recuperando dicho
polipéptido de dicha célula.

16. Método para el tratamiento de un paciente en nece-
sidad de una terapia antitumoral, caracterizada por la ad-
ministracién al paciente de una cantidad terapéuticamente
efectiva de un anticuerpo de acuerdo con las reivindicacio-
nes 1 a 7.

17. Método de acuerdo con la reivindicacién 16, carac-
terizada en que el anticuerpo se administra en combinacidn
con un agente citotédxico, un pro-farmaco de los mismos o©
radicterapia citotéxica.

18. Método para la seleccién de un anticuerpo contra
IGF~-TR a partir de nuna pluralidad de anticuerpns cantra
IGF-IR caracterizados en que un ensayo de fosforilacién ce-
lular usando células 3T3 proporciond de 400.000 a 600.000
moléculas de IGF-IR x.Jor célula en un‘'medio gue contiene
suero de ternera fetal inactlvado por caleor 0,5% (FCS) se
realiza con dichos anticuerpos y dicho anticuérpo seleccio-
nado nn muestra actividad eatimnlanta TGF-TR medida romn Ja
fosforilacién PKB a una concentracién de 10 pM cuando se
compara con tal ensayo sin dicho anticuerpo.

19. Método pdra la breparacién de una composicién far-
maeét Joa carncturizudu-uu splecceianar un anticuerpo contra
IGF-IR a partir de una pluralidad de anticuerpos contra
JGF-TIR rcalizande un epsayo de fosforilacién celular usando

células 3T3 proporcionando de 400.000 a 600.000 moléculas

1
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IGF-IR por célula en un medio que contiene suero de ternera

fetal inactivado por calor 0,5% (FCS) con dichos anticuer-
pos y seleccionando dicho anticuérpo que no muestra activi-
dad estimulante IGF-IR medida como la fosforilaciéon pxg a
una concentracién de 10 uM cuando se compara con tal ensayo
siq dicho anticuerpo, produciendo dicho anticuerpoc por mé-
todos de expresién recombinante, recuperando dicho anti-
cuerpo y combinando dicho anticuerpa con un tampén y/o ad-

yuvante farmacéuticamente aceptable.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> F. Hoffmann-La Roche

<120> Anticuerpos contra el receptor I del factor de crecimiento de tipo

inmlinien ¢ 1nn unman de 1o mi ines

<130> 21685

<150> EP 03
<151> 2003~

<l60> 8

015526
07-10

<170> PatentIn version 3.2

<210> 1
<211> 118
<212> PRT
<213> Homo

<400> 1
Gln Vval Glu
1

Ser Gln Arg

Gly Met His
35

Ala Ile Ile
50

Arg Gly Arg
65

Leu Gln Met

sapiens

Leu Val

Leu Ser

20

Trp Val

Trp Phe

Pha Thr

Asn Ser
B5

Glu Ser Gly Gly Gly
10

Cys Als Ala Ser Gly
25

Arg Gln Rla Pro Gly
40

Asp Glf Ser Ser Thr
55

Ile Ser Arg Asp Asn
70

Leu Arg Ala Glu Asp
90

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

15

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln Pro

Phe Ser
30

Leu Glu
45
Ala Asp

Asn Thr

Val Tyr

Gly Arg
15

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
BO

Phe Cys
95

M
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Ala Arg Glu Leu Gly Arg Arg Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr
loe 105 110

Leu Val Ser Val Ser Ser
115

<210> 2

<211> 108

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Teu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 ' 45

Tyr Asp Ala Ser Lys Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Lys Trp Pro Pro
85 90 95

Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ser Lys
100 105

<210> 3

<211> 118

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

142,



Gln val Gln
1

Ser Leu Arg

Gly Met His
35

Ala Ile Ile
50

Lys Gly Arg
65

L.au Gln Met

Ala Arg Glu

Leu Val Thr
115

<210> 4
<211> 108
<212> PRT
<213> Homo
<400> 4
Glu Tle val
1

Glu Arg Ala

Leu Ala Trp

Leu
20

Trp

Trp

Phe

Ann

Leu

100

vVal

vVal

Ser

Val

Phe

Thr

Ser

85

Gly

Ser

sapiens

Glu Ser

Cys Ala

Arg Gln

Asp Gly
55

lle Ser

10

iexu Arg

Arqg Arg

Ser

Leu Thr Gln Ser

5

Thr Leu Ser Cys

20

Tyr Gln Gln Lys

-3-

Gly Gly

Ala Ser

25

Ala Pro

40

Ser Ser

Arg Asp

MAa Anp

Tyr Phe
105

Pro Ala

Gly Val

1c

Gly Phe

Gly Lys

Lys Tyr

Asn Ser

75

Aap Thr

Asp Leu

Thr Leu
10

vVal

Thr

2

ly

Tyr
60

Lys

Trp

Ser

Arg Ala Ser Gln Ser

25

Gln

Phe

Leu

45

Gly

Asn

val

Gly

Leu

Val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Arg
110

Ser

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr
9s

Gly

Pro
15

Arg

Tyr

Met

Val

Tyr

80

Cy=

Thr

Gly

Ser Ser Tyr

30

Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu lle

40

45

N3



Tyr Asp Ala

50

Ser Gly

(4

Glu Asp

Trp Thr

<210> 5§
990

<211>

Ser

Phe

Phe

<212> DNA

<213>

<220>

Homo

<221> CDS

<400> 5

gece tce
Ala Lol

1

agc acc
Ser Thr

ttc cee
Phe Pro

gge gtg
Gly val
50

ctc agc
Leu Ser
65

acc
Thy

tct
Ser

gaa
Glu
as

cac
His

agc
Ser

Ser Asn Arg Ala

Gly

Ala

Gly

100

Thr

Val
85

Gln

.sapiens

aag
Lys

99g
Gly

20
ccqg

Pro

acc
Thr

gtg
val

. (990}

ggc
Gly
5

ggc
Gly

gtg
val

tte
Phe

gtg
Val

55

Asp Phe

n

Tyr Tyr

Gly Thr

cca tcg
FLu Gel

aca gcg
Thr Ala

acg gtg
Thr Val

ccg get
Pro Ala
55

acc gtg
Thr Val
10

Thr

Thr

Cys

Lys

gte
Val

gece
Ala

tcg
Ser
40

gte
vVal

cee
Pro

Gly Ile

Leu Thr

Gln Gln
90
Val Glu

105

tte cce
l'he Liu

10

ctg ggc

25

tgg aac
Txp Asn

cta cag
Leu Gln

tcc age
Ser Ser

Pro
Ile
In

Arg

Ile

ctg
Leau

tge
Cys

tca
Ser

tce
Ser

agc
Ser
75

Ala
60

Ser

Lys

gea
Ala

cty

Leun

ggc
Gly

tca
Ser
60

ttg
Leu

Arg Phe Ser Gly

Ser Leu Glu Pro

RN

Lys Trp Pro Pro

ccc
| JRV]

gte
Val

gcc
Ala
45

gga
Gly

gge
Gly

tcc

Sel

aag
Lys
30

ctg

Leu

cte
Leu

acc
Thr

95

tce
uer

15

gac

acc
Thr

tac
Tyr

cag
Gln

aag
Ly

tac
Tyr

agc
Ser

tee
Ser

ace
Thr
80

144

192

240



tac atc
Tyr Ile

aaa gttt
Lys Val

cca gca
Pro Ala

aaa ccc
Lys Pro
130

gtg gtg
Val Val
145

tac gtg
Tyr Val

gag cag
Glu Gln

cac cag
His Gln

asa gcc
Lys Ala
210

cag ccc
Gln Pro
225

ctg acc
Leu Thr

cce age
Pro Sar

tge
Cys

gag
Glu

cct
Pro
115

aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
195

cte
Leu

cga
Arg

aag
Lys

gac
Asp

aac
Asn

cece
Pro
100

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

qgc
Gly

aac
Asn
180

tog
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn

atc
Ile
260

gtg
Val
85

Lys

cte
Leu

ace
Thr

gtg
Val

gtg
Val
165

agc
Ser

ctg
Leu

gce
Ala
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‘Pro

cag
Gln
245

gcc
Ala

aat
Asn

tect
Ser

ctg
Leu

cte
Leu

agc
Ser
150

gag
Glu

acg
Thr

aat
Asn

ccc
Pro

cag
Gln
230

gte
Val

gty
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cac
His

tgt
Cys

ggg
Gly

atg
Met

135

cac
His

gtg
val

tac
Tyr

gge
Gly

atc
Ile
215

gtg
val

age
Ser

gag
Glu

aag
Lys

gac
Asp

gga
Gly
120

ate
Ile

gaa
Glu

cat
His

cgt
Arg

aag
Lys
200

gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

tgg
Trp

cece
Pro

aaa
Lys
105

ceg
Pro

tee
Ser

gac
Asp

aat
Asn

gtg
Val
188

gag
Glu

aaa
Lys

acc
Thr

acc
Thr

gag
Glu
265

agce
Ser
90

act
Thr

tca
Ser

cgg
Arg

cet
Pro

qce
Alas
170

gtc
Val

tac
Tyr

ace
Thr

ctg
Leu

tgc
Cys
250

agc
Ser

aac
Asn

cac
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gtc
Val

gcc
Thr

gag
Glu
155

aag

Lys

agc
Ser

aag
Lys

atc
Ile

Pro
235

ctg
Leu

aat

Asn

acc aag gtg gac
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aca
Thr

ttc
Phe

cet
Pro
140

gtc
val

aca
Thr

gtc
Val

tgc
Cys

tece
Ser
220

cca
Pro

gtc
Val

ggg
Gly

Lya

tgc
Cys

cte
Leu
125

gag
Glu

aag
Lys

aagqg
Lys

ctec
Leu

aag
Lys
205

aaa
Lys

tece
Ser
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Lys

cag
Gln

val
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Pro
110

ttc
Phe

gtc
Val

tte
Phe

ccg
Pro

acc
Thr
190

gte
Val

gcc
Ala

cgg
Arg

ggc
Gly

ceg
Pro
270

Asp
95

ccg
Pro

cce
Pro

aca
Thr

aac
Asn

cgyg
Arg
175

gte
Val

tee
Ser

aaa
Lys

gat
Asp

ttc
Phe

255

gag
Glu

aag
Lys

tgc
Cys

cca
Pro

tge
Cyn

tog
Trp
160

gaq
Glu

ctqg
Leu

aac
Asn

999
Gly

gag
Glu
240

tat
Tyr

aac
Asn

288

336

384

432

480

528

576

621

672

720

768

816

40



L

aac tac
Asn Tyr

cte tac
Leu Tyr
290

gtc tte
Val Phe
305

cag aag
Gln Lys

<210>

aag
Lys
275

agc

Ser

tca
Ser

agc
Ser

<211> 330
<212> PRT

<213>

<400>
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Ala Ser Thr

1

Ser Thr

Phe Pro

Gly vVal
50

Leu Ser
65

Tyr Ile

Lys Val
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Glu

35
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Glu
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Thr
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Lys
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Cys
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Leu

acg
Thr
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100
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Val

Phe
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cct
Pro
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gtg
Val
310

ctg
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70
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qgac

Asp

cat
His

ccg
Pro
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Lys Thr
105

tee
Ser

agg
Arg

ctg
Leu
315

Leu

Cya

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

gac ggc
Asp Gly
285

tgg cag
Trp Gln
300

cac aac
His Aan

Ala Pro

Leu Val

Gly Ala
45

Ser Gly
60
Leu Gly

Thr Lys

Thr Cys

tec
Ser

cag
Gln

cac
His

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro
110

tte
Phe

999
Gly

tac
Tyx

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp
95

Pro

ttc
Phe

aac

Asn

acg
Thr
320

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

912

960

990

S

446



Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Pro

Asn

Ala

Pro

130

Val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr
290

Pro
115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Leu

Thr

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Pro

Gln

230

val

Val

Pro

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val
295

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Tzp

val

280

Asp

-7-

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr.

Glu
265

Leu

Lys

Ser Val

Arg Thr

Pro Glu
155

Ala Lys
170

Val Ser

Tyr Lys

Thr Ile

Leu Pro

235

Cys Leu
250
Ser Asn

Asp Ser

Ser Arg

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

300

Leu
125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

Pro

Thr

Asn

Arg

175

val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

A3



Val Phe
305

Gln Lys

<210> 7
<211> 3

Ser

Ser

21

<212> DNA

<213>

<220>

Homo

<221> CDS

<222>

<400> 7
cga acl
Arg Thr
1

cag 'ttg
Gln Leu

tet ccc
Tyr Pro

tcg ggt
Ser Gly
50

acc tac
Thr Tyr
65

aaa cac

Lys His

‘ece gte
Pro Vval

(1}..

gtg
Val

aaa
Lys

aga
Arg
35

aac

Asn

agc
Ser

ada
Lys

aca
Thr

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr

310

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

325

sapiens

(321)

gct
Ala

tet
Ser
20

gag
Glu

tca
Ser

cte
Leu

gtec
Val

aag
Lys
100

gca cca

Ala Pro

gga act
Gly Thr

gce aaa
Ala Lys

cag gag
Gln Glu

agc agc
Ser Ser
70

tac gcc
Tyr Ala
85

age tte
Ser Phe

ket
Ser

gec
Ala

gta
Val

agce
Ser
55

acc

Thr

tgc
Cys

aac
Asn

gte
Val

tct
Ser

<ag
Gln
40

gtc
Val

ctg
Leu

gaa
Glu

agg
Arg

LLe
Phe

gtt
Val
25

tgg
Trp

aca
Thr

acqg
Thr

gtc
Val

gga
Gly
105

330

atc
Ile
10

gtg
Val

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu

acc
Thr
90

gaq
Glu

315

Lte
Phe

tge
Cys

gtg
Val

cag
Gln

age
Ser
15

cat

His

tgt
Cys

coy
Pro

ctg
Leu

gat
Asp

gac
Asp
60

aaa

Lys

cag
Gln

e
Pro

ctg
Leu

aac
Asn
45

age

Ser

gca
Ala

ggc
Gly

tet
Ser

aat
Asn
30

gcec
Ala

aag
Lys

gac
Asp

ctg
Leu

gat
15

aac
Asn

ctc
Leu

gac
Asp

tac
Tyr

agc
Ser
95

320

gag
Glu

tte
Phe

caa
Gln

agc
Ser

gag
Glu
80

tcg
Ser

44

144

192

240

288

321

6

A48



<210>
<211>

107

<212> PRT

<213>
<400>
Arg Thr

1

Gln Leu

Tyr Pro

Ser Gly
50

Thr 'Tyr
65

Lys His

Pro Val

Homo

vVal

Lys

Arg

35

Asn

Ser

Lys

Thx

sapiens

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Val

Lys
100

Ala Pro
5 &

Gly Thr

Ala Lys

Gln Glu

Ser Ser
70

Tyr Ala

as

Ser "Phe

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

val

Ser

Gln

40

vVal

Leu

Glu

Arg

Phe

Val

25

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
105

Ile Phe
10

val Cys

Lys Vval

Glu Gln

Leu Ser
75

Thr His

50

Glu Cys

Pro Pro

Leu Leu

Asp Asn

45

Asp Ser

Lys Ala

Gln Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyx

Ser

95

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser



v

Fig.1

- ['as

e et v npae

MCF-7

MDA-MB231

HT29

H322M

1 : |
-+ - 1
+ 2 i
[=] o [~] =] [ [=) o
& =] @ ) < N :
= -

(S0vJ) 1191 ep ef)):adns us ugiseidxy

i71

LF1]

150



Wy

£1/e

D040 rM

4.600

0,750

0.700 -

¢,500

0,450

0,350 -

‘0,300 *

HM h K3F-§ mIGF-1 240nM 80nM 26,7 8,9nM 3nM 1nM
10nm 10riM

Iy




(4

, Conlral +~ *

Fig.3

19

XTI



Yy,

i

et

80 1

Q
o~
-

160

g
o
(=)
N

240 71

o;pswcid seiuo|od ap sferuon

4/13

40 -

0

Cl.18 0.5ug/m!

ctr. 0.5ug/mi

153



4 ’ 1 1
oN A o

(Wu) 0510



S8y

£1/e

% inhibicién

100+

G-

-25

-15.0

T ]
-12.5 -10.0 -7.5 -5.0
conc. (log M) '

% inhibicion

t

L

Fig.7

1
[t

--.E.--'t--.l.--:- ceume

!

1
-9

8 7
conc. (log M) .

T
-6



Sy

[}

1/t

[~
<

HT

9

2
=

s

P-Akt <5&

41

e
3

73>

It

el i e

/83

Fig.8

Ty

%
O f»

TH 1D Wed vy

P )



/Ty

Fig.9

|

_ R
! i ! _
| I
_ ! i ’ {
| |

|

|

|

spnuu Jed sewand
R/13

AK22 50 nM alR3

AK18

MIN
{Insulinat yM)

(alo Ab)

23



&y

£1/6

- 3T3-IGF-IR

P-PKB <P-Ser472>

e

4

AT Y

oo

Lo



by

. EIOT

HT29

P-PKB <P-Serd73>

Fig.11

Ar+4




/S F

Fig.12

- .u.gbf...ﬂ

b »ﬂw.f +
. X }

"

160



“t’

Prornedlo de volumen 1
‘e tlivhor primario - -

¢ g

Fig. 13

1800 e i o i B 8 o e Ao ke S e R b e
o~ 1500 " ——peeyhiculo '___-—i:_" e
! E MO0 e mAB 3 & mgky” e T
1T 1200 , ¢
g 100c 4 = &= mAB13: 0.6mylkg” . Sars e o]
= ~
T 808 : ao- mARB18;0.05mukg —T
¥ 800 S S
3 400 L-mim—e—— _f —_— ]
§ 20| p== _____.1_1..-- N
] i
g ol -_— .
25 a5 45 55 65 75
i dias
Fig. 14
Promedio de volumen
| ce tumor primario +- DE
ca00 1 e o
200 i1 —v—vanicuio
) | ' — @'— gemitabina 62 mg/ky 1
D000 F | cmgemmmAB 18 0.6Mg/kG” g
= I A mAB 19; 0.6mgkg + gemilabina 62 mglkg |
ol
{ E o0y --&- mA AB (9 Siuglhg” - ——— i
E ol .. _
bt !
£ . |
g 400 il i
-gl i .--""";/-—’" - H
._9 200 | e Q P il 1
.2 | — — |
: 3 - !
' B 35 T € 80 &5 60 65
dias
12/13

L

1/



volumen del tumart (mm’l

1000 -

800 3‘

600 l!
|

1
S

&p =1

J

200 +—

Mediana de! volumen
YeStrmor primarig® ©3

ST = Y T

«—d—=vahlcLia
-—8—mAB 15; 15 mglkg
— & — mAB 18; Craglkg
-- O --mAB 18, 0.6 mg/kg

——

1313




InrguRey Ve

\ed

o e Y
TRADUCCION OFICIAL No. 11448! ® .~ o

de un documento escrito en Alamgn'. efectuada por Luz Amiaga de Herber,
resolucion del Ministerio de Justicia'596'381-6 de Marzo*1978.-

Traduccin de las certificaciones y apostila en alemén que se encuentran a
continuacion de una declaracidn expedida en idioma inglés bajo el No. 2004/333 por
el notario Peter Kuster, el 22.07.2004, en Basilea, Suiza, sobre la autenticidad de la
copia de un documento de Cesibn, caso 21895, escrito en inglés, presentado a él por
la F. Hoffmann-La Roche AG.

A continuacién de la lista de los nueve inventores de la invencién: Anticuerpos
contra e! receptor | del factor de crecimiento de tipo Insulinico y usos de los
mismos.

Legalizacion de las firmas de los sefiores lvo Graus, Paul Parren, Frank Rebers,
Jan van de Winkel, Martine Vriescma van Vugt, por el notario de Utrech, sefior
Terhorst, el 8 de julio de 2004.

Siguen 4 firmas ilegibles de los sefiores Erhard Kopetzki, Klaus-Peter Kuenkele,
Olaf Mundigl y Ralf Schumache.

Protocolo notarial No. K 800 / 2004
del 28. 5 2004 / H

Certifico la autenticidad de las firmas anicedentes puestas ante ml por los

sefiores
Erhard Kopetzki, nacido el 25 de octubre 1854, Bioquimico, domiciliado en

Kastnerhofstr. 21, 82377 Penzbery,
.“F..‘&. ‘%LEE.!‘FE&?E
Resoiucioh No.599 Minjusticia

MUz
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a quhn Yo, el nohrb' wnom"i.-:*;r‘ :wsoml et ke e ".5

Dr. Klaus-Peter Kiinkele, nacido el 7 de abril 1985, Biélogo, domiciliado en
Karwendeistralle 9, 83671 Benediktbeuem, identificado con camet oficial
provisto de fotografia, Cw

Dr. Olaf Alfons Mundigl, nacido el 8 de dicienbre 19863, Bidlogo, domiciliado en
Tassiloring 16, 82382 Weilheim,

identificado con camet oficial provisto de fotografia.

Penzberg, 28 de mayo 2004 Fdo.. firma ilegible
(sello redondo en tinta) Nikolaus KiScker
Notario de Weilheim i OB

Proiocolo notarial No. K 891 /2004
del 8 de julio 2004 i

Certifico la autenticidad de ia firma antecedente puesta ante mi por el sefior

Dr. Ralf Schumacher, nacido el 12 de febrero de 1883, Bidlogo, domiciliado en
Hochfeldstrale 78, 82377 Penzberg, identificado con camet oficial provisto de
fotografia.

Penzberg, 8 de julio 2004 Fdo.<. firma ilegible
(sello redondo en tinta) Nikolaus Kidcker
Notario de Weilheim i OB




- APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. Pals: Suiza

Este documento piblico
2. Ha sido firmado por el Lic. iur. Peter Kuster
3. Actuando en calidad de notario publico
4. Lieva el sello del menclonado notario

Certificado
5. en Basel (Basilea) 6. el 26 de julio de 2004

7. por la Cancillerfa de Estado del Cantdn de Basel-Stadt
8. bajo el No. 7890/12103

|

a o te 2
9. Sello 10. Firma :; 5__
Cancilleria de Estado Fdo.: firma ilegible S
de Basel-Stadt (Ciudad de Basilea) Ruedi Eggs -
ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se deja copia en 6 archivos de

estas oficinas para su confrontacion.

Bogotd, 04 de enero de 2006

C. 2320 @ LUz mmAﬁA ErEn El:fggsz

Im]rlﬂn No.598 Minjuatic)

- - .
»
P T N Y ]
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COLOMBIA CASO 21695 \@

‘}. "."Q

¥ DECLARACION %

Yo, el suscrito Notario Pdblico de Basilea, Suiza, por medio del presente
declaro que las copias adjuntas intituladas: “Traspaso” son dos copias validas

del documento original que me ha sido presentado por

F. Hoffmann - La Roche AG
de Basilea / Suiza,

este 22-07-2004 (veintidds de Julio del afo dos mil cuatro)

Firma (ilegible s
Dr. Peter Kuster, Abogado y Notario
N° 333

N.del T. Este documento porta un selio-emblema en relieve sobre por un cintillo blanco-

negro, con la leyenda: "PETER KUSTER JUD NOTARIUS BASILIENSIS® g ?/

ILBAR A. ESPAROL ESPANOL
Traductor e Iatermw:* Oflcas
Inglés Eapatiel is_ -
Resolucidn Minjusticia No. uvid
Agosto do 1996 4“



TRASPAS
- .Caso 21895 .
Yo/Nosotros, los suscritos - .
Yvo Graus, cientffico, ciudadano Holandés

Werdormperwaard 3, NL-3984 PR Odijk, Palses Bajos.

Erhard Kopetzki, bioquimico, ciudadano Aleman
Kastnerhofstrasse 21, D-82377 Penzberg, Alemania.

Klaus-Peter Kuenkele, bidlogo, ciudadano Aleman
Karwendelstrasse 9, D-83671 Benediktbeuem, Alemania.

Olaf Mundigl, bidlogo, ciudadano Alemén
Tassiloring 18, D-82362 Weilheim, Alemania.

Paul Parren, cientlfico, ciudadano Holandés

Werdorperwaard 17, NL-3984 PR Odijk, Paises Bajos.

Frank Rebers, cientifico, ciudadano Holandés

Adriaan Menninckkwartier 34, NL-3554 CT Utrecht, Palses Bajos.

Ralf Schumacher, biblogo, ciudadano Alemén 4 7

Hochfeldstrasse 78, D-82377 Penzberg, Alemania.

ILBAR A. ESPAROL ESPAROL
Traductor ¢ Interpetre Oficlal
Ing)és Espatol Inghls
Resohucidn Minjusticia No. 0920
Agosto do 1996

43



Jan van de Winkel, cientifico, ciudadano Holandés

Verlengde Slotlaan 80, NL-3707 CK Zeist, Palses Bajos.

Martine van Vugt, cientffico, ciudadano Holandés

Fluweelmos 6, NL-3994 KR Houten, Palses Bajos.

CEDENTES, por el presente declaramos que somos los inventores colectivos

de la invencién intitulada:

ANTICUERPOS CONTRA EL. RECEPTOR | DEL FACTOR DE
CRECIMIENTO DE TIPO INSULINICO Y USOS DE LOS MISMOS.

Para la cual fue registrada la primera solicitud de la manera siguiente:

Pais Fecha de registro Serie N°
Europa 10.07.2003 03015526.1

Y que por una contraprestacion vélida y efectiva, cuya recepcion y suficiencia
son reconocidas por el presente, NOSOTROS hemos vendido, cedido y
traspasado, todos los derechos y titulos a y de dicha invencién y de dicha
solicitud (es) en todos los paises del mundo al CESIONARIO:

F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

Grenzacherstrasse124, CH-4070 Basilea, Suiza,

a—-

ILBAR A. ESP, ESPAROL
Traductor ¢ hxerpetre Oticinl



La asignacion presente es para, pero no se limita a los siguientes palses: \\0

Argentina, Australia, Austria, Bélgica, Brasil, Canada, Chile, Colombia,
Repuiblica Checa, Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungria,
Irfanda, Israel, Italia, Japén, Kazakstén, Corea, Luxemburgo, México, Ménaco,
Los Palses Bajos, Nueva Zelanda, Noruega, Pakistdn, Repiliblica de la Gente
de China, Filipiqas. Polonia, Portugal, Rusia, Arabia Saudita, Africa del Sur,
Espafa, Suecia, Suiza, Taiwan, Turqula, Reino Unido de Gran Bretafia e

lrlanda del Norte, Ucrania, Uruguay, U.S.A., Venezuela.

En virtud de este traspaso el mencionado CESIONARIO estd plenamente
facultado para solicitar y para obtener en su nombre o en cualquier otro
nombre y para sus propios fines y consideraciones la PATENTE a nivel mundial,
especialmente en los paises anteriormente mencionados; y para reivindicar por
elio el derecho de prioridad de la primera solicitud registrada en los paises
antes mencionados, de conformidad con los convenios internacionales.

Fimado en Utrecht (Palses Bajos) el dia cinco (5) de Julio de 2004

Firmas (ilegibl
Yvo Graus
Paul Pamen
Frank Rebers
Jan van de Winkel
Martine van Vugt 4@
ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor e Interpetre Qlicial
Inglés Espafiol Inglés
Resohucidn Minfusticla No. 0920

Agosto do 1996 A



LEGALIZACION

Visto por mi, Sr. Bart Herman Theodor Terhorst, Notario de Derecho Civil en
Utrecht, Palses bajos, para la legalizacién de las fimas sobre el documento
adjunto, de:
1. Sra. Martine Jannigje van Vugt, nacida en Werkendam, Palses Bajos, el
3 de Marzo de 1970, pasaporte N° 10760556;
2. Sr. Frank E. M. Rebers, nacido en Sliedrecht, Palses Bajos, el 15 de
Octubre de 1968, licencia de conducir N° 3206168425,
3. Sr. Johannes Gerardus Joseph van de Winkel, nacido en Venray, Palses
Bajos el 1° de Marzo de 1961, pasaporie N° ND2487742;
4. Sr. Ilvo M. F. Graus, nacido en Velsen, Palses Bajos, el 1° de Marzo de
1963, licencia de conducir N° 3114127438; y
5. Sr. Paul Willem Henri Ida Parren, nacido en Roermond, Palses Bajos, el

30 de Abril de 1963, pasaporte N° NB5218850.

Fimado en Utrecht, Palses Bajos
El dia seis (6) de Julio de 2004.

Firma (ilegible) 4 .

ILBARA. ES L ESPANOL
N. del T.: hay un sello: *Mr. B.H. Th. TERHORST - NOTARIS 1o UTRECHT" Traductor e Iotee: = - Uficial -
Inglis Espade: .. s
i Po



TRASPASO
Caso 21685

Yo/Nosotros, los suscritos
Yvo Graus, cientffico, ciudadano Holandés

Werdorperwaard 3, NL-3984 PR Odijk, Palses Bajos.

Erhard Kopetzki, bioquimico, ciudadano Aleman
Kastnerhofstrasse 21, D-82377 Penzberg, Alemania.

Klaus-Peter Kuenkele, bidlogo, ciudadano Aleman

Karwendelstrasse 9, D-83671 Benediktbeuem, Alemania.

Olaf Mundigl, biélogo, ciudadano Aleman

Tassiloring 16, D-82362 Weilheim, Alemania.

Paul Parren, cientifico, ciudadano Holandés

Werdorperwaard 17, NL-3984 PR Odijk, Paises Bajos.

Frank Rebers, cientffico, ciudadano Holandés

Adriaan Menninckkwartier 34, NL-3554 CT Utrecht, Paises Bajos.

Ralf Schumacher, bidlogo, ciudadano Aleman

Hochfeldstrasse 78, D-82377 Penzberg, Alemania. ILBARA. ESPARCL ESPAROL

Ingiés Espefiol Inghts
Agosto de 1996 ’



Jan van de Winkel, cientifico, ciudadano Holandés \\(()\
Verlengde Slotlaan 80, NL-3707 CK Zeist, Palses Bajos.

Martine van Vugt, cientifico, ciudadano Holandés

Fluweelmos 6, NL-3894 KR Houten, Palses Bajos.

CEDENTES, por el presente declaramos que somos los inventores colectivos

de la invencién intitulada:

ANTICUERPOS CONTRA EL RECEPTOR | DEL FACTOR DE
CRECIMIENTO DE TIPO INSULINICO Y USOS DE LOS MISMOS.

Para la cual fue registrada la primera solicitud de la manera siguiente:

Pais Fecha de registro Serie N°
Europa 10.07.2003 03015526.1

Y que por una contraprestacion vélida y efectiva, cuya recepcién y suficiencia
son reconocidas por el presente, NOSOTROS hemos vendido, cedido y
traspasado, todos los derechos y titulos a y de dicha invencién y de dicha
solicitud (es) en todos los palses del mundo al CESIONARIO:

F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

Grenzacherstrasse124, CH-4070 Basilea, Suiza,

ILBARA. ESPANOL
Traduotor ¢ Interpetrs Uticial
Inglés Espafiol ta,
Resolucidn Minjusticis No. Uv.20
Agosto de 1996
139



\

La asignacion presente es para, pero no se limita a los siguientes palses:

Argentina, Australia, Austria, Béigica, Brasil, Canada, Chile, Colombia,
Repuablica Checa, Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungrla,
Idanda, Israel, ltalia, Jap6n, Kazakstan, Corea, Luxemburgo, México, Ménaco,
Los Palises Bajos, Nueva Zelanda, Noruega, Pakistan, Republica de la Gente
de China, Filipinas, Polonia, Portugal, Rusia, Arabia Saudita, Africa del Sur,
Espafia, Suecia, Suiza, Taiwan, Turmuia, Reino Unido de Gran Bretafia e

Idanda del Norte, Ucrania, Uruguay, U.S.A., Venezuela.

En virtud de este traspaso el mencionado CESIONARIO estd plenamente
facultado para solicitar y para obtener en su nombre o en cualquier otro
nombre y para sus propios fines y consideraciones la PATENTE a nivel mundial,
especiaimente en los palses anteriormente mencionados; y para reivindicar por
elio el derecho de prioridad de la primera solicitud registrada en los palses
antes mencionados, de conformidad con los convenios internacionales.

Firmado en Utrecht (Palses Bajos) el dia cinco (5) de Julio de 2004

Firmas (jlegibles

Firmado en: 28-05-2004

08-07-2004
Erhard Kopetzki
Klaus-Peter Kuenkele
Olaf Mundigl
Ralf Schumacher
] A. ESPANOL ESPANOL,
«Traductor ¢ Intorpetre Oficlal
b ingits Eapetol taghte
Resolucidn Minjusticia No. 0920
Agosto de 1996

132
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Colombia Case 21695

Declaration

I, the undersigned Notary public of BaslelSmtzerland herewith declare that the

annexed copies entitled 'Assignment’ are true copies of ﬁ original documents which
have been presented to me by

F. Hoffmann-La Roche AG

of Basle/Switzerland.

B "-1: 22-07-2004 (twentysecond day of July two thousand and four)
. ONLWrorsl Ofes tollerd one word sl asf My,
~

R T
N Y

_____q-l

- \ Dr. Petar Kuster

- Advokat und Notar
_— - Peterskirchplatz 12

\..‘_-__.’——'- \ th
y, : CH-4001 Basel
. Lagy r oo &'1‘ No. 333
OFFICIAL AUTHENTICATION

(Hague Convention of October 5th, 1961)

1. Country: Switzerlend (Schweiz / Suisse)
This official document
2. is signed by. or.. Yee, v

3, in his/her function as - ALERERL. ... iviemcnnirenees

4. and certificd by the seal of te ..... ﬁan-.&. ...........

Certified

2& Iiti 2004

Statc Chancery of thc Canwn of Basel-Stadt ........

Jaland




Case 21695

WE, the undersigned . .
Yvo Graus, scienfist, a Dutch citizen o
~Bienemansrent-1-l i M- WG Bder-The-Datheslands Werdoi-pervaard 3, NL-3984 PR Odik, The Netherlands

Erhard Kopetzki, biochemist, a German citizen
Kastnerhofstrasse 21, D-82377 Penzberg, Germany

Klaus-Peter Kuenkele, biologist, 8 German citizen
Karwendelstrasse 9, D-83671 Benediktheuern, Germany

Olaf Mundigl, biologist, 8 German ditizen
Tassiloring 16, D-82362 Weilheim, Germany

Paul Parren, scientist, a Dutch citizen
Werdorperwaard 17, NL-3984 PR Odijk, The Netherlands

Frank Rebers, scientist, a Dutch citizen
Adriaan Menninckkwartier 34, NL-3554 CT Utrecht, The Netherlands

Ralf Schumacher, biologist, a German citizen
Hochfeldstrasse 78, D-82377 Penzberg, Germany

Jan van de Winkel, scientist, a Dutch citizen )
Verlengde Slotlaan 80, NL-3707 CK Zeist, The Netherlands

Martine ¥rieseme-van Vugt, sdentist, a Dutch citizen
Fluweelmeos 6, NL-3994 KR Houten, The Netherlands

ASSIGNOR{S), herewith declare that ] am/we are the sole/joint inventor(s) of the invention entitled:

Antibodies against insulin-like growth factor I receptor and uses thereof
for which the first application(s) was (were) filed as follows:

Burope 10.072003 03015526.1

and that for good and valuable consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged, I/'WE have
sold, assigned and transferred all rights and title to and from the said invention and from the said application(s) in all
countries of the world to the ASSIGNEE:

F. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124
CH-4070 Basel (Switzerland)

The present asgignment is for, but is not limited to the following countries:

Argentina, Australia, Austria, Belgium, Brazil, Canada, Chile, Colombia, Czech Republic, Denmark, Finland, Prance,
Germany, Greece, Hungary, Ireland, Israel, Italy, Japan, Kazakhstan, Kores, Luxembourg, Mexico, Monaco,
Netherlands, New Zealand, Norway, Pakistan, People's Republic of China, Philippines, Poland, Portugal, Russia, Saudi
Ambia, South Africa, Spain, Sweden, Switzerland, Taiwan, Turkey, United Kingdom of Great Britain and Northem
Ireland, Ukraine, Uruguay, U.S.A., Venezuela,

By virtue of this assignment the said ASSIGNEE is fully entitled to apply for and obtain in their own name or in any
other name and for their own purposes and account LETTERS PATENT in the whole world, especially in the sbove-
named countries, and to claim therefor the right of priority of the first filed application(s) in the above-named country
(countries) in accordance with international conventions.

e

Notarization required

Assignment - \3\'\/

AR



Erhard Kopetzki

Klaus-Peter Kuenkele

Olaf Mundigl : v

Ralf Schumacher

Signed atx (Alreont (T Cich-basion ~atd

vo Graus

LA ISD

ul P
- Prank Rebers
A

Jan van de Winkel

P h : Martine Vsiesama-van Vugt

1



Seen by me, Mr. Bart Herman Theodor Terhorst, Civil Law Notary in Utrecht, The

Netherlands, for the legalization of the signatures on the attached document, of:

1. Ms. Martine Jannigje van Vugt, born in Werkendam, The Netherlands, on March
3, 1970, passport number M10760556;

2. Mr. Frank E. M. Rebers, born in Sliedrecht, The Netherlands, on October 15,
1968, driving license number 3206168425;

3. Mr. Johannes Gerardus Joseph van de Winkel, born in Venray, The Netherlands,
on March 1, 1961, passport number ND2487742;

4. Mr. Ivo M. B. Graus, born in Velsen, The Netherlands, on March, 1, 1963,
driving license number 3114127438; and

5. Mr. Paul Willem Henri Ida Parren, born in Roermond, The Netherlands, on April
30, 1963, passport number NB5216950.

Signed in Utrecht, The Netherlands
On July 6, 2004




Assignment - \r\g

/WE, the undersigned
Yvo Graus, scientist,  Dutch citizen :
Werdorperwaard 3, NL-3984 PR (kiXk, The Netherlands

Erhard Kopetzki, biochemist, a German citizen
Kastnerhofstrasse 21, D-82377 Penzberg, Germany

Klaus-Peter Kuenkele, biologist, a German citizen
Karwendelstrasse 9, D-83671 Benediktbeuern, Germany

QOlaf Mundigl, biologist, a German citizen
Tessiloring 16, D-82362 Weilheim, Germany

Paul Parren, scientist, a Dutch ctizen
Werdorperwaard 17, NL-3984 PR Odijk, The Netherlands

Prank Rebers, scientist, a Dutch citizen
Adriaan Menninckkwartier 34, NL-3554 CI"(_Jtrecht. The Netheriands

Ralf Schumacher, biologist, a German citizen
Hochfeldstrasse 78, D-82377 Penzberg, Germany

Jan van de Winkel, acientist, & Dutch citizen
Verlengde Slotlaan 80, NL-3707 CK Zeist, The Netherlands

Martine-Vriesema-van Vugt, scientist, a Dutch citizén
Fluweelmos 6, NL-3994 KR Houten, The Netherlands

ASSIGNOR(S), herewith declare that I am/we are the sole/joint inventor(s) of the invention entitled:

Antibodies against insulin-like growth factor I receptor and uses thereof
for which the first application(s) was (were) filed as follows:

Country Filingdate = _Serial No,
Europe 10.07.2003 03015526.1

and that for good and valusble consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged, /'WE have
sold, assigned and transferred all rights and title to and from the said invention and from the gaid application(s) in all
countries of the world to the ASSIGNEE:

E. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstragse 124
CH-4070 Basel (Switzerland)

The present assignment is for, but is not limited to the following countries:

Argentina, Australia, Austris, Belgium, Brazil, Canada, Chile, Colombia, Czech Republic, Denmark, Finland, Prance,

, Greece, Hungary, Ireland, Israel, Italy, Japan, Kazakhstan, Kores, Luxembourg, Mexico, Monaco,
Netherlands, New Zealand, Norway, Pakistan, People's Republic of China, Philippines, Poland, Portugal, Russia, Saudi
Ambis, South Africa, Spain, Sweden, Switzerland, Taiwan, Turkey, United Kingdom of Great Britain and Northemn
Ireland, Ukraine, Uruguay, U.S.A., Venezuels.

By virtue of this assignment the said ASSIGNEE is fully entitled to apply for and obtain in their own name or in any
other name and for their own purposes and account LETTERS PATENT in the whole world, especially in the above-
named countries, and to claim therefor the right of priority of the first filed application(s) in the above-named country
{countries) in accordance with international conventions.

-

Notarization required
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Signed at

on

Erherd Kopetzki
Klaus-Peter Kuenkele
Olaf Mundig!

Ralf Schumacher

Yvo Graus

Paul Parren
Frank Rebens

Jan van de Winkel

Martine Vieseme-van Vgt

179



URNz: K 800 / 2004
vom 28. 52004 / }i

Ich beglaubige die vorstehenden, vor mir vollzogenen Unterschriften von

Herrn Erhard Kopetzki, geboren am 25. Oktober 1954, Biochemiker,
Kastnerhofstr. 21, 82377 Penzberg,
mir, Notar, von Person bekannt,

Herrn Dr. Klaus-Peter Kiinkele, geboren am 7. April 1965, Biologe,
KarwendelstraBle 9, 83671 Benediktbeuem,
ausgewiesen durch amtlichen Lichtbildausweis, und

Heren Dr. Olaf Alfons Mundigl, geboren am 8. Dezember 1963, Biocloge,

Tassiloring 16, 82362 Weilheim,
ausgewiesen durch amtlichen Lichtbildauswreis.

Penzberg, 28. Mai 2004

{/
Nikolaus Klscker,
Notar in Weilheim i. OB.

A80:



RNz. XK 991 04
vom 8.Juli 2004 /%

Ich beglaubige die vorstehende, vor mir vollzogene Unterschrift von

Herrn Dr. Ralf Schumacher, geboren am 12, Februar 1963, Biologe,
Hochfeldstrafle 78, 82377 Penzberg, ausgewiesen durch amtlichen
Lichtbildausweis.

Penzberg, 8. Juli 2004

- ! Klécker,
Nouar in Weilheim i. OB.
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Bogot& D.C.,

Doctor (a)

LLOREDA RICAURTE ALICIA
Apoderado(a) y/o Repregentante de
F HOFFMANN LA ROCHE AG

REFERENCIA Radicacién No. 06 2778
Solicitud internacional EP/2004/007562
Pecha inicio fase nacicmal 10/02/2006

Trémite 11
Evento 379
Actuacitn 416
Oficio No. 96
Folios 1

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente gque se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, refine los requisitos de forma estableclidos en
la Decisnién 486 de la Comisiém de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperaciémn en
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular fnica de la Superintendencia
de Industria y Comerclo, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Commicaciones para efecto de su publicacién la Gaceta de Propiedad Industrial.




