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Naclonalidad o Domicllio: Basliea, Sulza C.E. |:|
Lugar de Constitucién: Sulza.
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ANEXOS

& Comprobante de pago de |a tasa de presentacién de la solicitud.

Documento que acredita la axistencla y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Documento de Representacion Legal.

[X] bocumento de cesién de los inventores

[[] peclaraciones

|:| Copla de la solicitud intemaclonal. {Resumen, descripcitn, relvindicaciones, dibujos)

E Traduccién de la solicliud Intemacional al castellano. {(Resumen, descripcldn, relvindiceciones, dibujos,
listado de secuenclas)

E Copla del reporte preliminar Intemaclonal sobre patentabllidad.

E Traducclén del reporte preliminar Internacional sobre patentablliidad.

|:| De ser al caso, copla del contrato de acceso.

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

|:| Arte Final 12X12.

I:I De ser el caso, Informacién sobre otras solicliudes de patante o titulos obtenidos en el extranjero por al
mismo titular o0 su causants, relacionados parcial o totaimente con ia Invencién de esta sollcitud.

D De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solichtud Intemacional.

E Otros: Reporte de blisqueda Intemacional con su traduccién, publicacidn con su traducclém, 3
declaraciones en el caso de un depdsito original de material blolégico con su fraducclién y 1 forma
intamaclonal con su traduccidn
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ANEXO

El documento que acredita la calldad de
REPRESENTANTES LEGALES en Bogotd de los doctores
ALICIA LLOREDA y/0 GUSTAVO TAMAYO Yy/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ para
TODOS LOS ASUNTOS RELACIONADOS CON LA
PROPIEDAD INDUSTRIAL de la sociedad peticlonarla, que
faculta a cada uno de dichos abogados para actuar
Indlvidualmente, se estd presentando con esta sollicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria
de cada uno de dichos Representantes Legales para
actuar dentro del presente expediente, a fln de que
cualquiera de ellos pueda Intervenir en cualquler tiempo

respecto de la solicitud en él contenida.

wél%:%ém‘ﬁrcwlaﬁ

T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL No.
de un documento escrito en Inglés, el cual para su identificacién se sella con el sello
de la traductora, lo mismo que la presents.-

Traduccién de la apostila en inglés que se encuentra a confinuacién de |la
legalizacién de las firmas 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 vy/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, expedida en idioma inglés por el
notario Peter Kuster, bajo et No. 2004/20, el 17-08-2004, en Basilea, Suiza.

AUTENTICACION OFICIAL -
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961) &2 ™~ ¥
1. Pals: Suiza "3 G
Este documento pliblico U am c:E
2. Ha sido firmado por el Lic. iur. Peter Kuster B -?
3. Actuando en calidad de notario pliblico S
4. Lieva el sello del mencionado notario "
' . Certificado
5. en Basel (Basilea) 8. el 18 de agosto 2004
7. por'la Cancilleria de Estado del Cantdn de Basel-Stadt - . :, -
8. bajo el No 8835/13376 SR
9. Sello " to.Fma 3 32
Cancilleria de Estado Fdo.: firma ilegibls’ ~7
de la ciudad de Basel (Basilea) Ruedi Egge, i=

: . numm 1‘0 ﬂll. Hﬂm |
X ﬂl mwrn. H‘ID Iﬂ'fﬂ QIII. LA 'l
- - A ‘b o

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se d"
estas oficinas para su confrontacién, :

Bogoté, 2 de septiembre 2004 "

Traductora Juramentada
JResolucion 10607/81 Minjusticia
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\\r‘@abajo fimados, F.HOFFMANN-LA ROCHE AQ,

una socledac organizada y existents de conformidad
con las feyes de Sulza.

L
con domicllio en 4070 Basliea, Sulza

nombramos por el presente a8 ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados an Bogots,
Colombia, con oficinas en dicha cludad, Calle 72 No.
6-83, piso 60., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para reclbir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumpiimiento al
ggﬁgmlb 10. del erticulo 543 del decreto 410 de

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 especiaiments faculiedos pare
representamos ante las autoridades colomblanas,
administrativas, judiclales o de policla, en todos los
trémitas relativos a la propledad industrial, a cuyo
efeclo les facullamos para dar ente dichas
autoridades todos los pasos necassarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaracliones, reclamos,
recursos y prasentar desistimientos; formular
descripclones, enmlendes, limitar et alcance de las
solicitudes, preseniar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaclones, renunclar total o
parciaimente a los reglstros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley; rechir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesqulera otros requisitos y tomar, en fin, todas
ias medidas que creysran conducentss el resguardo
de nuesiros Interases; y en caso de producirse
oposicién, pesando los antecedentes a lo3 tribunales,
quedan facultados para tomar Intervencion como
demandanies 0 demandados ante los jueces que
sean compeltentes, pudiendo transer, someter a
arbliros, desistir, perchbir y apelar, con todas las
demaés facultades que resulten necesarias, y por ei
presente declaramos desde ahora vélido' y bueno

. cuanto dichos representantes y/o los epoderados que

cuaiquiera de ellos nombre hicleren en nuestro
beneficlo.

Asimismo, facultamos a los doclores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficine de Propledad Industrial la
protocollzacién de este documento y de cualquler
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado

i

l lM il l‘
ridolin
der of procuration

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

corporation organized and existing under the laws of
Switzerland.

domiciled at 4070 Basel, Switzerland

hereby . appoint, ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogoia, Colombia,
with offices In sald town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal represeniatives In Bogotd,
with power io recelve notifications and to appoint
judicial or extrajudiclal agents, so as io comply with
paragraph 10. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or 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 authorities of Colombla, in all proceedings
pertaining to Industral property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorilies all
the necassary staps for the sald end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to flle amendments, to limit
the scope of eapplications, file oppositons; flle
cancellations total or parilally waiva registrations, to
pay all Instaliments and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
comiply with all other requirements and, In short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protsction of our Interests; and In case of
opposliion, where the proceadings be passed over to
the courta, we authorize sald agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent |udges, with full powers to make
amangements, to submit to arbltrators to deslst, to
collect, to appeal and, jn-shestawithd
powers as may be reqgigs '
from now on @8 valioTaAsyADe

Iy

We slso authoriZssdoctors:
and/or - GUSTAVO TAMAYO andlor IGNACIO
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.

Glven and signed this ## "'
F. Hoffmann-La Ro

a ner
Mandatory

. n.
oy /AN 'fma t%lm
JCILILORE

ﬁ7 w2 K.
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comparecié
aﬂbll ﬂ?ulan conoxco y
OGOI\IH qi.le ét:d‘dﬁ :aﬂor documento,
qu uramentado declard y dijo que
!" adcf /mo Nda h!s:olloq
de FH N-I.A ROCHE AQ, la compafiia

nombrada \e el documento que anteceds, una

socledad enle organizada y existente
conforme a "%&E de Sulza, domicllada en la
cludad Sulza, legaiments constitulda
para un perl p durecion que adn no he

terminado, que o) \fu objeto soclal; coriférme a
las loyos de Suln.
por dicha compaﬂla gonferir este poder; que ol
sello estampado por él \p do tel poder, en nombre
y en representacidn de la & rkfaada Compaiils, es el
sello oficlal de ella; y qua‘ Pjeto para el cual se

Procuration/Mandatory

declarante estd autorizado -

’
!

', NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)
1

Switzerland
Basel (a8

On this 17th day of August , 2004

peraonally, F.r:l.dolin Klausner and Denise Strebel

b

to me known,’ BSI%ESWH o e 1o bothe s penonwﬁﬁmu'

signed the foregoing Instrument, who being

duly swom did depose and say that he Is the

of F.HOFFMANN-LA
ROCHE AG, ‘the company named within, a
Corporation organized and axisting under the lawa of

.rhlha Switzerland, domiclled at the City of Basel,

- legally constituted for a period of tenure not yet
expired, which exercises s corporals purposes
according to the ‘aws_ of Switzeriand: that the
deponent I8’ autorized by sald Company to confer
this power of attomey; that the ssal affixed hereunto
by the deponant In the name end on behalf of sald
Corporation I8 the corporate asal thereof; and that the
purposa for which this Instrument Is grantied is
included within the corporate purposes aof the

of

conflere este Instrumento @ pmprendldo dentro

del de |a sociadad. \ Company.

El suscrito Nolario ha visto'y Estatutos de The undersigned Notary Public has seen the articles
incorporacion firmados en Suln {pd de Baslies, of Incorporation of sald Corporation executed at

6 con fecha I4Juni) 149} y cb ca que de Sulza, cludad de Basel, under date of 19th day of
June 1997 , and hereby certifles that under

anterior deciaracién Jurementada prueba the lews of sald Country the foregoing

conformidad con la legislacidn de :E Pals, In

acknowiedgment Is sufficient proof that the facts
therein contained are true, which he attests.

suficiente de que loa hachos sobre que

‘araa aon
clertoa o verdaderos, de lo cual da fe.

\ N\ . )
. . \
Notary Public (Nolerio Pablico) ‘\Q\ Basel, this 17-08-2004 (seventeenth day of
\

ﬁg: .mthmlﬂﬂgl—:/ﬂf;r)%

-t
v s el Dr, Peter Kuster
Y “'“}-‘; Advokat und Notar
oo G \ Pelerskirchplatz 12
w IR Postfach
® 2 A Fe E -~ 9 CH-4001 Basel
SOV A Alig. Frou— -4 1ie. 22
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OFFICIAL AUTHRENTICATION
(Hague Convention of Octeher 54, 1961)
1. Couniry: Switze -land {Schwelz /Suisse)
This officlal document
2. is signed BY cvvniciaiinsens g;—s. e tpasasrmarsvassasarsninssas ananns

3, in his/her fonciicn a8 lﬂh

4, md certified by the scal of th ...... Gﬂm‘s .................

' Cestified. ¢ ;
§. in Rascl (Bile) 6. on 'a' AUH. zuﬂ‘

7. by the Swie Chancery of the Canton of Basel-Stady ........

.il.ft..(!..;-t..‘..../«n 27C

10. Signoture: Ei

W

i
4




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Intemacional No

PCT/EP2005/003581

B.CAMPOS BUSCADOS

A CLASIFICACION DE MATERIA
IPC 7 CO7K16/28 CO7K16/46 M@gs CI2N5/12 CI2N15/63

Scgin I Clasificacién de Putentes Internacionsl (CPI) o sogiin I clasificaclédn nacional y Ia CP

Documentacidn minima huscads (sisterra de clasificacion seguido de aimbalog de clasificacidn)
IPC 7 CO7TK AGIK

Documeniacién buscada fuers da documeniacidn minima hasta donde dichos documentos se Inclyan en los campos buscados

EPO-laterno, Dato WP, PAJ, BIOSIS, EMBASE

Base do dalos olectrénicn conguitada durents (s bisqueds intempcional (nombre de Is base de datog y, donde ses prilcticn, buscer érminas usdos)

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Relevante a la reivindicacién No.

ISOTIPO ESPECIFICO DE IGG HUMANA QUE AFECTA LA
LISIS CELULAR Y LA FAGOCITOSIS MEDIADA POR
COMPLEMENTO"

EUROPEAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY, WEINHEIM,

Catcgoria® | Cilasién de dacumento, con indicucidn, dondo sca apropiado, de 103 texios relevanios

X WO 94 25067 A (CYTEL CORPORATION; CHESNUT, 17-22
ROBERT, W; POLLEY, MARGARET, J; PAULSON, J)
10 de Noviembre de 1994 (1994-11-10)

A plgina 67 - pigina 72; ejemplos 12, 13 1-16
reivindicacionea 35, 39, 49-53
phgina 34, linea 11 - pdgina 35, linea 3

A BREKKE O H ET AL “RESIDUOS DE AMINO ACIDO

1-22

DE,

vol, 24, No. 10,

1 de Octubre de 1594 (1994-10-01)
plginas 2542-2547, XP00056707%
ISSN: 0014-2980 18

pégina 2542

-

E en ¢l recuadro ¢ s¢ enumersn mils documcntos.

E En el anexo s¢ enurneren miembros de (a familin de patentes.

* Categorias especiales de documentos citados:

'A' documento que define ol enado generl de Ia temics o cual no se
considers do relevancia particuler

'E' documento antevior pero publicado en o después da ta fecha de
preseniacidn internacional

‘L' documento que puede srojar dudas sobre reivindlesciones de
priorided o que se cits pam establocer In focha de publicacidn do ot
citacién u otra razdn capecial (segiin se especifica

0’ documento que s refiers & una revelacidn aml, uso, exhibicitn u

oirms medios
P documento iudnmdlhkehde_pruenueihlnmlcul
do Ia fecha de prioridad reivindicsda

T documento posterior publicado despuds de la fecha de 3
internacional o fecha de prioridad y qua no esth en eanflicto con ks
:l_klndp;lnn'ndommuﬂu'elmndp' lo o teoria que sustenta

mvenci

X docimento de relevancin particular; la invenclén reivindicads no
puede conxiderarse meva o no puede considenurte que comprende
un paso inventivo cusndo el documento se toma solo

it o scmprends i T toventivs ool
un paso inventivo el
dumlouurb?::mumunﬁduum,dﬂﬂndidu
comblnacién obvis pars una persona experta on lu téenles

‘&' documento miembvo de ls misma familis de patonies

Fecha do In ierminacién real de Is bisquedn intermacional
4 de Agosto do 2005

Fecha de envio por cormen del reporie do bisqueds intomacionst
19/08/2005

Nombre y direccion dcl comwa da [SA.
Eurcpean Patent Office, P.B. 5818 Petentiagn 2
NL-2280 HV Rijswijk
Tel No. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponl,
FaxNo.  (+31-70) 340-3016

Funcicmario auiorizado

Perez, C

Forma PCT/1SA/210 (segunda hoja) (Encro 2004)

plgina [ de 2

z\C



Salicitud [nternacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EF2005/003581

C. (Continuacidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorin® | Citacion de documento, con indicacion, Gande #ea apropiedo, de 108 textos relevamics Relevanio & la reivindicecian No.

A IDUSOGIE ESOHE E ET AL: “Mapeo del sitio de unién Clq en rituxon, 1-22
un anticuerpo quimérico con una IgGL F¢ humana”™
JOURNAL OF IMMUNOLOGY, THE WILLIAMS AND
WILKINGS CO. BALTIMORE, US,

vol. 164, 2000, piginas 4178-4184,

XP002965858

ISSN: 0022-1767

citado en la solicitud

pigina 4182, \ltimo paragrafo - pigina 4183,

columna derechs, paragrafo 1

A HEZAREH MARJAN ET AL; “Actividades de la funcién efectora 1-22
de un pane] de mutantes de un anticuerpo neutralizante contra el
virus de inmunodeficiencia humana tipo 17

JOURNAL OF VIROLOGY,

vol. 75, No. 24, Diciembre 2001 (2001-12),

phginas 12161-12168, XP002339184

ISSN: 0022-538X

todo el documento

'F'm'-PC'I'"_IIMlIO (contimuacién de Ia hoja segunde) (Enero 2004) plgina 2 do 2




Solicitud Internacional No.
PCT/EP2005/003581

INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION DE PCT/ISA/219

Continuacién de 1a Casilla IL1

Aunque las reivindicaciones 12-13 y 19-20 estén dirigidas a un método de tratamiento del cuerpo
humano/animal, s¢ ha llevado a cabo la blisqueda y con base en los supuesios efectos del
compuesto/composicidn-

Continuacién de 1a Casilla 11.2
Reivindicaciones Nos.: 23 totalmente y 4 parcialmente

No se llevé a cabo ninguna biisqueda con respecto a Ia materia objeto de la reivindicacién 23, porque la
materia objeto reivindicade es tan poco clars, que no es posible hacer una interpretacidn significativa con
respecto a a novedad y el nivel inventivo (Articulo 34(4)(e)(ii} del PCT). Para cumplir con los requisitos
del Articulo 6 del PCT, la reivindicacién debe definir claramente por s{ misma la invencién para la cual
se busca proteccién. Ademfis, con respecto a las camacteristicas técnicas de la invencidm, una
reivindicacion no debe hacer referencia a la descripeidn (Regla 6.2 () del PCT).

La presente reivindicacién 4 se refiere a un anticuerpo anti P-sclectina caracterizado con basc en los
siguientes penimetros: (1) estructureimente, es un anticuerpo humsno o humanizado, y (2)
funcionalmente, debe unirse sl menos 1000 veces mis especificamente a P-selectina que a E- o L-
sclectina bajo las condiciones experimentales establecidas en la reivindicacién 4. En primer lugar, este
propiedad no estd claramente identificada, puesto que es imposible comparar ¢l parémetro que el
Solicitante ha decidido emplear (unirse a la P-selectina en dichas condiciones experimentales
especificas) con lo que esti establecido en el arte previo. Ademds, la reivindicacién cubre todos los
productos que tengan esta propiedad, mientras que la solicitud provee el soporte para y / o revela, a la luz
de los Articulos 6 y § del PCT respectivamente, solo un nimero muy limitado de tales productos: el
Solicitante proporciona solo unos pocos anticuerpos que, con sucrie, caen dentro del alcance de dicha
reivindicacién (los mutantes fueron producidos para suprimir la capacidad del enlace de Clq). En este
caso, cs tal Is magnitud en ls que las reivindicaciones carccen de sustento y Ia solicitud de revelecidn,
que no cs posible realizar una bisqueda significativa sobre todo el alcance reivindicado.
Independientemente del azonamiento anterior, las reivindicaciones también carecen de claridad
(Articulo 6 del PCT).

Se hace un intento pare definir el producto en referencia al resultado a ser alcanzado. Nuevamente, esta
faltn de claridad es tal que no es posible entregar una biisqueda significativa sobre todo el alcance
reivindicado.

Por consiguiente, In bisqueda ha sido llevada a cabo para aquellas partes de las reivindicaciones que
sparentaban ser claras, tener sustento y estar reveladas, a saber, los anticuerpos especificos revelados en
la Tabla 1 en la pdgina 49 que han exhibido sclectividad a P-selectina versus E- y L-selectina, i.e.
HuMeb 002 y sus mutantes IgG1vl, IgG1v2 e IgG4v1 (datos en p. 54-56 del gjemplo).

Se dirige la atencién del solicitante al hecho de que las reivindicaciones relacionadas con invenciones
reapecto a las cusles no se ha establecido un reporte internacional de biiaqueds, no necesitan ser ¢l teme
de un examen internacional preliminar (Regla 66.1(e ) del PCT). Se advierte al solicitante que la politica
de In EPO




Solicitud Internacional No.
PCT/EP2005/003581

INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION DE PCT/ISA/210

cuando actiia como una Autoridad Internacional de Examen Preliminar, es normalmente no realizar un
examen preliminar sobre materia para la cual no se ha realizado ninguna biisqueda. Este es el caso,
independientemente de si las reivindicaciones son o no modificadas tras la recepcién del reporte de
basqueda o durante cualquier procedimiento del Capitulo I1. Si la solicitud entra en la fase regional ante
la EPO, se le recuerda al solicitante que debe llevarse a cabo una bisqueda durante el examen ante la
EPO (ver norma C-VI, 8.5 de 1a EPO), para superar los problemas que llevaron a la declaracién del
Artlculo 17(2). :

\
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Solicitud Intemecional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2005/003581

Cagllia If Observaciones donde clertas reivindicaciones fueren luescrutables (Cantinuacién del Item 1 de la primera hoju)

Este reporte de bisqueda internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el Articulo
17(2)(n} por 1as siguientes razones:

1. Reivindicaciones Nos.:
porque se relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busque, & saber:

Aunque las reivindicaciones 12-13 y 19-20 estin dirigidas & un método de tratemiento del cuerpo humano/animal, la
blsqueda ha sido llevada a cabo y basada en los efectos alegadoa del compucsto/ la composicién.

2 Reivindicaciones Now.: 23 totalmente y 4 parcialmente

porque se relacionan con partes de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos preseritoa hasta tal grado
que no se puede llevar a cabo una bnisqueda internacional significativa, especificamente:

ver INFORMACION ADICIONAL hoja PCT/ISA/219

3. [ Reivindicaciones Noa.:
porque son reivindicaciones dependientes y no cstin disefadas de acuerdo con la scgunda y tercera omcidn de la Regla
6.4(n).

Caallla [11 Observaciones donde falts unidad de Invencién (Continuaciin del Iltem 3 de la primers hoja)

Esta Autoridad de Bisqueda Internacional encontrd invenciones mitiples en esta solicitud intemacional, asl:

ver hoja adicional

1. [0 Puesto que todos los derechos de blisqueda adicionalea requeridos fueron pagados oportunsmente por el solicitante, este
informe de bisqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

2. [0 Puesto que todas las reivindicaciones investigables pudieron investigarse sin esfuerzo que justifique derechos
adicionales, esta Autoridad no solicitd pago de derechos adicionnles.

3. [0 Puesto que sdlo algunos de los derechos de biisqueda adicionales fucron pagados oportunamente por el solicitante, este
informe de biiasqueda internacional cubre (nicaments aquellas relvindicaciones para las cusles se pagaron derechos,
especificamente lna rejvindicaciones Noa.:

4. [J Bl wliciznte no pagd oportunamente los derechos de biiaqueds adicionales requeridos. Por caneiguiente, eate informe de
bisqueda internacional se restringe a lg primera invencién mencionada en las reivindicacianes; esth cubierto por las
reivindicaciones Nos.:

Comentario sobre Protesta []  Los derechos de bdaqueda adicionales estuvieron acompahiados por |a protesta del solicitante.
[ B! pago delos derechos de biisqueds adicionales no estuvo acompafiado por una proteste.

Forma PCT/ISA/210 (continuacion de |s primens hols (2)) (Encro 2004)
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Intemational Application No. PCT/EP2005 /003581

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 210

Continuation of Box II.l

Although claims 12~13 and 19-20 are directed to a method of treatment of
the human/animal body, the search has been carried out and based on the
alleged effects of the compound/composition.

Continuation of Box 11.2 _
Claims Nos.: 23 completely and 4 partially

No search is performed on the subject-matter of claim 23, because the
claimed subject-matter is so unciear. that no meaningful interpretation
with respect to novelty and inventive step can be made (Article
34(4)(a)(1i) PCT). To meet the requirements of Article 6 PCT, the claim
{tself should clearly define the {nvention for which protection is
sought . Moreover, a claim must not, in respect of the technical
ge;t?rgspg;)the invention, rely on references to the description {Rule
2 (a .

Present claim 4 relates to an ant{ P-selectin antibody characterized by
reference to the following parameter: (1) structurally, it is a2 human or
humanized antibody, and (2) functionally, it should bind at least 1000
fold more specifically to P-selectin than to E- .or L-selectin in the
experimental conditions outlined in claim 4. First of all, this property
is not clearly identified, because it 1s impossibie to compare the
parameter the Applicant has chosen to employ (binding to P-selectin in
safd specific experimental conditfons) with what is set out in the prior
art. Moreaver the claim covers all products having this 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: the Applicant has provided only a
few antibodies falling, by chance, under the scope of said claim (the
mutants were produced to suppress Clq binding capacity). 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
i{s impossible. Independent of the above reasoning, the claims also lack
clarity (Article 6 PCT). An attempt 1s made to define the product by
reference to a result £o be achieved. Again, this lack of clarity in the
present case 1s such as to render a meaningful search over the whole of
the claimed scope impossible.

Consequentiy, the search has been carried out for those parts of the
claims which appear to be clear, supported and disclosed, namely the
specific antibodfes dfsclosed in Table 1 on page 49 which are shown to
have selectivity for the P-selectin versus E~ and L-selectin, f.e. HuMab
002 a?d)its mutants IgGivl, IgGlv2 and IgG4vl (data on p.54-56 of the
example).

The applicant's attention is drawn to the fact that claims relating to
fnventions 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 {s advised that the EPO

It




intemational Appleation No. PCT/EP2005 /003581

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCT/ISA/ 210

policy when acting as an Internatfonal 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 1II procedure. If the application proceeds into the regional phase
before the EP0, the applicant is reminded that a search may be carried
out during examination before the EPO (see EPO Guideline C-VI, B.5),
should the problems which led to the Article 17(2) declaration be
overcome. ‘ . ‘




. ll:rlﬂllmll applicaton No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2005/003581
Box I Observations whers certain claims were found unsearchabia (Continuation of tem 2 of first sheet)

1. m Claims Nos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

effects of the compound/composition.

2. [X] craima Noa: 23 completely and 4 partially

an gktent that no maaningful Intarnational Search can be carried dut, specifically:

ly: .
see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

D,

This imernational Saarch Rapon has not been esteblished In respect of certaln clalms undar Articie 17(2)(a) for the following reasons:
Although claims 12-13 and 19-20 are directed to a method of treatment of the

human/animat body, the search has been carried out and based on the alleged

becausa they relate to parts of the intamational Application that da nat comply with the prescribed requirements to such

ars depandsnt claims and are not drafted in accordance with the second and third santences of Rula 8.4{a)

@ Box Il Obsarvations where unity of invention Is lacking (Continuation of ltem 3 of firat sheet)

This Intemational Searching Authority found mulliple inventions in this intamational application, as follows:

1. [:| A-s.allrqdr":lﬁlondmtnnwerlmlypﬂdbyﬂulppliam.mhlnmﬂmﬂSurd'IHepOltmll

2 As 8] sanrchabla cialms couid be searched without effort | N an addiional fes, this Authority did not vvite paymen
denﬂil‘hnllln. hedhying Y -

a Aa only some ol the required additional saarch fees were fimaly paid by the applicant, this Intamational Search Report
covers only those claims for which iees wers paid, specifically clalme Noa.:

4. D No required additional saarch fees ware im

sly paid by the applicani. Conasquantly, this intemational Saarch Report s
restrictad to the Invention flrst mentioned In the claims; it Is covarsd by claims Nos.:

Remark on Protsst D The additional search Isss were accompanied by the applicant's protsst.

D No protest accompanied the paymant of additional search less.

Form PCTASA/210 (confinuaton of first shaet {2)} {January 2004)
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Publieada:

__ con repoarte de biisqueda internacional

__ anles da la expiracion del limite de tiempo pora
modificar lax reivindicaciones y ser publicada de nuevo
en ¢l caxo de recibo de modificaclones

con una(y) indicacidnfes) relacionadas con malerial
bioldgico suministrado bajo la Regla 13bix separado de la
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Para los cddigor dr dos letras y otrar abrevisturas,
refidrase a "Lax Notas Gulas sobre Cidigas y Abreviaturas®
gue aparecen al comiento de cada emisién regular ds la
Gaceta PCT.

(54) Titulo: “ANTICUERPOS ANTI-P-SELECTINA"

(57) Resumen: Esta invencién sc refiere a anticuerpos anti-P-selectina y, en particular, a anticuerpas anti-P-selectina y
variantes de los mismos que contienen una parto Fc derivada de un origen humano y no se fijan sobre el factor de
camplemento Clg. Estos anticuerpos tienen propiedades muevas y susceptibles de invencién, que producen un beneficio &
un paciente que sufra isquemia critica de extremidades o enfermedad oclusiva de arterias periféricas (CLV/PAOD).
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(81) Designnted States (unless atherwise Indicaied, for evary
kind of natlonal protaction avallablz): AR, AG, AL, AM,
AT, AU, AZ, BA.’ BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA,CH, CN,
CO, CR, ¢V, CZ DE, DK, DM, DZ, BC, EE, BG, BS, Fl,
GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, [L, IN, IS, JP, KB,
KG, KM/KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA,
MD, MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM,
PG, PH, PL, PT, RO, RU, 8C, SD, SE, 83, SX, 5L, SM, 5Y,
TI, TM, TN, TR. TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU,
ZA, TM, ZW,

(84) Deslgnated Stales {inlasr otherwise indicased, for every
kird of mglonal proteciion avaliable): ARIPO (BW, GH,
GM, KB, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM,
ZW), Buresion {AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
Euwopean (AT, BR, BQ, CH, CY, CZ, DB, DK, EE, ES, F,
FR, GB, OR, HU, IR, IS, IT, LT, LU, MC, NL, FL, PT, RO,
SE, SL, SK, TR), OAPI(BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN,
GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG}.

Published:

wlih intarmational search regor:

before the expiration of the time Umit for amending the
clabns and 10 be republished in the evems of recelpt of
amendmanis

with (on} indicarion(s) in relation to depogired blological
mazierial furnished undar Ruls 13bis separately from the
description

For two-lener codes and other abbreviations, refer to ths "Guld-
ance Notes on Codes and Abbreviations” appearing at the begin-
ning of each regular issue of the PCT Gazenta.,

(54) Title: ANTI-P-SELECTIN ANTIBODIES

o (57) Ahgiruct: This invention relates (o anti-P-gelectin antibodies and, in parnicular, 10 antj-P-selectin antibodses and variants theraof
that contain an Fc part derived from human origin and do not bind complement factor Clg. These antibodies have new and inventive
properties causing a banefit for s patisnt suffering from eritical [imb ischemia ar peripheral artarial occlusive dissase (CL/PAOD).



TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA LOS
PROPOSITOS DEL PROCESO DE PATENTE

DECLARACION EN EL CASO DE UN DEPOSITO ORIGINAL
De acuerdo con |a Regla 6.1

Para

DSM2Z-DEUTSCHE SAMMLUNG VON Para ser llenado por la Autoridad Depositaria
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH

Mescheroder Weg 1b Nimero de accesion DSMZ:

D-38124 Braunschwelg Fecha de recepcién del cultivo:

ALEMANIA

CULTIVOS DE CELULAS ANIMALES Y HUMANAS
POR MEDIO DE LA PRESENTE, EL ABAJO FIRMANTE DEPOSITA BAJO EL TRATADO DE
BUDAPEST EL CULTIVO CELULAR IDENTIFICADO A CONTINUACION Y ACEPTA NO
RETIRAR EL DEPOSITO POR EL PERIODO ESPECIFICADO EN LA REGLA 8.1, EL DSMZ NO
PROPAGA CULTIVOS CELULARES,

l. IDENTIFICACION DEL CULTIVO CELULAR

Referencla de Identificacién®, nombre de la linea celular:hu-Mab<P-Selektin>LC1004-001

Especies de origen®: Ratén transgénico KM (Medarex,
CA, USA)

Hibridoma: SP2/0-Ag14 (ATCC: CRL-1581)

1. CONDICIONES PARA EL CULTIVO

Por favor Indique todas las condiciones necesarlas incluyendo tipo y % de suero,
temperatura, fase gaseosa, cociente de divisién 6ptimo, etc.:
500 mL (Medlo Dubelco Modificado por Iscove) + 15 mL de FCS + 5§ mL de Piruvato
de Sodio (MEM 100mM) + 5 mL de 2-marcaptoetanol (50 mM) o 1000 mL de HyQ
ADCF-Mab + 50 mL de FCS; Inicie el cultivo con 1 x 10° células y haga pases cada 3
6 4 dias. Tiempo de duplicacién de la poblaclén aproximadamente 30 horas;
densidad maxima: 2 x 10" células / mL; 5% CO,, 37°C, células en suspension (u
ocasionalments en grupos) algunas vecas de poca adherencla.

¢ Ha sido usado hasta ahora cualquler suplemento adicional (Incluyendo antibiéticos)?
En caso afirmativo, dé las concentraciones
1% Factor de clonacién dai Hibridoma

5 mL de Penicillna-Streptomicina (5000U/mL Strep, 5000 IU / mL Pen)

“TEsta forma pueds también ser usada sl el absjo firmanta convierte en un depésito bajo el Tratado
de Budapest, un depdeito de un organismo que éste o su predecssor en titulo haya depositado,
fuera del Tratado de Budapest, con la misma Institucidén depositaria anterior (Regla 6.4 (d)) o tras la
adquisicién del estatus de autoridad depositaria Intemaclonal de esa Institucion.

Namero, simbolos, etc. Dados al organismo por el depositante.

2 Se recomlenda que se Indique la designacidn texondmica y/o la descripcidn clentifica del
organismo (var ViI).

4 Marque con una X sl se da informacién adiclonal en una hoja anexa.

Forma DSMZ-BP/1-Cultivo Celular Animal y Humano (Primera pagina) 06/2003



{ll. CONDICIONES PARA EL ALMACENAMIENTO A LARGO PLAZO (r

Composicion del medio: 80% FCS y 10% DMSO

Concentracion de las células: aproximadamente 5x10* células / ampolla

Otras recomendaciones:

IV. CONTAMINACION CONOCIDA Y PATOGENICIDAD (y
Micopiasma Si( ) No (X) Desconocido ( )
Virus: Herpes SI{) No( ) Desconocido (X)

Hepatitis B Si{) No() Desconocido (X)
Hepatitis C Sl() No() Desconocido (X)
VIH Si() No( ) Desconocido {X)
Otroa contaminantes: Si{) No( ) Desconocido (X)

En caso afirmativo, por favor especifique:

LEl material es patégeno al hombre o a animales?
Si() No (X) Desconocido ( )

En caso afirmativo, por favor especifique:
Patogénico ( ) Alergénico { )
Toxigénico ( ) Tumorigénico ( )

LA LINEA CELULAR DEBE SER MANEJADA BAJO EL SIGUIENTE NIVEL DE
CONTENCION DEL LABORATORIO®
L1 (X) L2()

* Marque con una X en caso de que se dé informacién adiclonal en una hola anexa

® E| DSMZ solo acepla organismos para depdsiio que pertenezcan al grupo de riesgo 1 6 2, de
acuerdo con “Sichere Blotechnologle: Einstufung von biologischen Agenzien: Viren® (B 004) de
“Berufsgenossenschaft der chemischen Industrie” y puedan ser manejados bajo el nivel de
contancién L1 o L2 del laboratorio, de acuerdo con “Geastz zur Regelung der Gentachnlk® (BGBI. I,
pp. 2087-2083 de 21.12.1883), Gitimo cambio en 18.08.2002 (BGBI. |, pp. 3220-3244) y de acuerdo
con la Directiva EEC 2000/54/EC de la Protaccion de los Trabajadores contra los Rlesgos
Relacionados con la Exposicién a Agentea Bloldgicos en el Trabajo (OJ No. L2682, pp. 21-45 de
18.08.2000)

Forma DSMZ-BP/1- Cuitivo Cslular Animal y Humano (segunda pagina) 08/2003
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V. SIEL CULTIVO CELULAR ES MANIPULADO GENETICAMENTE ()
Dar respuestas completas

1. DATOS RESPECTO AL ORGANISMO HOSPEDERO
Designaclon: Ratdn
Grupo de Rlesgo {X) gr. Da rlesgo 1 ( )gr- De rieago 2
Sensibilidades:
Rasistencias:
Propiedades especiales:

2. DATOS RESPECTO AL ORGANISMO DONOR
Deslignacion:
Grupo de peligro (X)gr.depel.1 ( )gr.depel.2 ( )gr.depel3
Descripcion del fragmento de ADN clonado: 2 fragmentos cromosomales humanoe
(FChs) codificantes de /oc/ de IgG

humano
Informacién clonada:
Tamafio dei ADN clonado (en pb): 15Mb de Chr. 14 con /oci de IgH,
5-20 Mb de Chr. 2 con loc/ de Igk.
( ) genoma completo ( YADNc
(X) subgendémico ( ) sintético
{ ) subgénico
Riesgo pctancial del ADN: ( ) patogénico ( ) tumorigénico
( ) toxigénico ( ) alergénico
(X) no rlesgo potancial

3. DATOS RESPECTO AL VECTOR

Designaclén: Fragmento de cromosoma humano (FChs) marcado con pSTneoB
Derivado de: Cromosoma humano

Espadcificidad hospederc: Raton

Resistencias: G418

Tamafio del plasmido/virus en pb:  sin Inserto: no aplica con inserto: 5-20 Mb
Promotores: Promotores de IgG humana

Marcos de lectura adiclonales: 17 segmeantos de gen humano Vkappa, 5 Jkappa y
Ckappa; locus de cadena pesada totaimente humano

Posibilldad de infeccién: ( )sl (X) no
Plasmido movilizable ( )sl (X) no
Sistema de transferencia propio { )si X) no
Transferencia por virus enddgenos colaboradores ()sl (X) no

4, DATOS RESPECTO Al. ORGANISMO GENETICAMENTE MANIPULADO"
Propledades espaciales: Expresion de la IgG humana funcional <P-Selektin>

(e.g. produccién de....; uso como....-vector, eic.)

DNA foréneo (X) episomal ( ) cromosémicaments Integrado




[Riesgo potenciat: () patogénico ( ) tumorigénico
( )toxigénico ({ ) alergénico

(X) no rlesgo potencial

Clasificacién de acuerdo con por favor indique el motivo:

Lagislacién alemana ( )S1 ()S2 o legislaclbnUE ( )clase1 ( )clase2
De acuerdo con las regulaciones del GenTGS8, el DSMZ solo puede aceptar para el
depdsito, organiamos genéticamente manipulades, potencialmente patogénicos, cuando
una copla del permiso expedido por la autoridad competente (o por una comisidn naclonal
de seguridad bioldgica equivalente) para trabajar en los microorganismos, acompafia la
forma de depdsito.

* Margue con una X si se da informacion adicional en una hoja anexa

% al DSMZ solo acepta para el depdsito organiemos que pertanezcan al grupo de riesgo 1 6 2 de
acuerdo con "Sichere Biotechnologie: Einstufung von biologischen Agenzien: Viren® (B 004) de
“Berufegencssenschaft der chemischen Industrie® y puedan ser manejados bejo el nivel de
contencion S1 o S2 del Iaboratorio, de acuardo con "Gesetz zur Regelung der Gentechnik® (BGBI.
|, pp. 2067-2083 de 21.12.1893), o clase 1 6 2*.

® GenTG= Geselz zur Regelung der Gentachnik (Ley alemana para !a regulacién de la Ingenleria
genética)

* De acuerdo con la directiva del EEC 2000/54/EC de la Proteccitn de los Trabajadores contra los
Rlesgos Relacionados con la Exposicién a Agentes Blologicos en el Trabajo (OJ No. L262, pp. 21-
45 de 18.00.2000)

Forma DSMZ-BP/1- Cultivo Celular Animal y Humano (lercera pagina) 08/2003

V1. DESCRIPCION CIENTIFICA” (»

hu-Mab<P-Selectin>LC1004-001
Vil. DATOS ADICIONALES * (r

Tomizuka et al. (1887) Nature Genet. 18, 133-143
Tomnlzuka et al. (2000) PNAS 87, 722-727
Vii. DESTINO DEL CULTIVO TRAS LA DURACION PRESCRITA DE ALMACENAMIENTO ©

a) El cultivo seré transferido a la coleccién disponible al pablico delDSMZ  ( )si  ( )no
b) El cultivo sera devuelto el depoeltante previo pago de honorarios ()d {()no
c)E) cultivo sera destruldo por el DSMZ X)si ()no

IX. DEPOSITANTE"

Nombre: Roche Diagnostics GmbH Firma:
Sandhofer Strasse 118 (leglble) (llegible)
68305 Mannheim ppa. L. V.
Dr. Schreiner K.-H. Batke
Direccién:  para comespondencla Fecha: Marzo 25, 2004
Roche Dlagnostics GmbH

A
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Nonnenwald 2
82377 Penzberg

Telsfono:  08858-80-3450

Fax: 08858-60-3451

E-Mal: Inz.

Depositantes adiclonalas: F. Hoffmann — La Roche AG Hoffmann - La Roche Inc.
124 Grenzachersirasse 340 Kingstand Street
CH-4070 Basel Nutley, NJ 07110-1199

LF Sulza EUA

Manrque con una X gl se da Informaclén adicional en una hoja anexa
! Se recomienda Indicar Ia descripcién clantifica y / o designacién taxonémica propuesta del
microorganiasmo (ver I).
® Si se desea, e! nombre y la direccion del inventor pueden escribirse aca
® Marque con una X sl se da Informacién adicional en una hoja anexa (diferents a la que se reflié
en la nota 5 de pie de pagina), tal como la fuente del microorganismo, el{los) nombre{a) y
direccléon({es) de cualquier otra Institucién deposiaria en le cual se haya depositado el
microorganismo, o el criterio usado al escribir la designacion taxonémica propuesta (El suministro
de esta Informacién es opcional).
' E) cultivo se almacenard por un periodo da al menos 5 afios tras la solicitud mds reclenta de une
muestra del organismo depositado y, en cualquier caso, por lo menos 30 afics después de la fecha
de depésito {(Regla 9.1) La regulacién enterior es vélide hasta que haya un cambio en la
juriadiceion.
" Esta forma de depéelto es o) conirato entre e) depositants y el depositario. Por lo tanto, debe ser
firmada por el depositante. En el caso de una entldad legal, se requiere la firma do dos
repraseniantes, designados por dicha entidad de manera oficlal. Donde se requiera la firma en
nombre de una entidad legal, el (los) nombre(s) escrito(s) de la(s) persona(s) naturai(es) que
firma{n) sn nombre de la entided legal dabe{n) acompafiar la(g) fima(s). A menocs que se
aspecifique lo contrario, el abejo firmante es el correspondiente del DSMZ.



[l out tiw detals on the scraen, print It out, sign It. and send to the DSMZ}

RECOGNITION OF THE DEFOSIT OF MICROORGANISMS Miroarganismen und
FOR THE FURPOSES OF PATENT PROCEDURE '

STATIMENT INTBBCASBOI'ANOIIGINALW

porsam to Rale 6.1
Ta - To be flled In by the Depasitary Antharity
DSMZ-DEUTSCHE SAMMLIUNG VON
MIEROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH DSMZ-Accession mumber ;
Mascheroder Weg 10
D-38124 Branuschorelg . Dato cultnre received:
GERMANY

mmmmmm

- mmmvmmmmnwmﬂmmmmmmmmm
) UNDERTAKES NOT TO WITHDRAW THE DHPOSIT FOR THE PERIOD SPECIFIED IN RULE 9,1'. THE DSMZ DOBS NOT PROPAGATE

CELL CULTURES,

1. IDENTIFICATION OF THE CELL CULTURE
‘@ | wemificarion refbrence®, nama of cell line:  1u-Miabr<P-Scloktin>LC 1004-001

Species of origin’; KM transgenic mouse (Medarex, CA, USA)
Hybridoma: SP2/0-Agl4 (ATCC: CRL-1581) e
11. CONDITIONS FOR CULTIVATION (r

Please Indicate all necessary conditiom inchuding type and % of serum, temperaure, gaseous phase, optimal spiic matlo, etz :
500 m (scove’s Modified Dulbecco’s Medium) + 15 ml FCS + 5 ml Sodium Pyruvate (MEM 100mM)

+ 5 m] 2-Meroaptoethans] (S0mM) or 1000 m1 HyQ ADCP-Mab + 50 ml FCS; Start Culture with 1x10¢S cells

nd split evary 3 ar 4 days. Doubling time approximatsly 30 hours; maximal density: 2x10e6 cells/ml;

& 5% CO?2, 37°C; Cells in suspension (cr occasionally in chumps) sometime low sdheret.

e o = s ddea g . -

Have, mtil now, any additional applemesn (inclnding antibictics) been used?
If s0, give concanrarions:

1% Hybridoma Cloning Factor

5 m] Penicillin-Streptomycin (3000 U/l Strep, 5000[UAnl Pon)

1 Thia form may also be used If the undersigned convests Into & deposlt under the Budapest Tresty the deposit of an organism that he or hls predecessar in
title s already deposited, outside the Budspest Treaty, with the same deposiowry insttion elther befors (Rule 6.4(d)) or after the aequisltion by thar
insringion of the starus of ineyaational deposinry mxhority.

# Nomber, symbals etz., given w the organism by the depositor.

3 It m myongly meommended that the mmwwnmwmmmwmmmnuuw.

« Mark with a eross §f aiddirlomal information 3 given om an attached sheet,

qumlmmmcwwmahmm
FOR PATENT PURFORES ONLY]
= pot for safe or publie depost -

- . . o, i LYY

. ) I
BUDAPEST TREATY ON THE INTHRNATIONAL [M]Z 7}0 .

——

- - _ YuE L -r



T CONDITIONS FOR LONG TERM STORAGE - . )

Composition of medh; 90% FCS and 10% DMSO

Call copcentuation; pproximately 5x10e6 cells/ampouls _ - -
Other reconsmendations: : : -y tmmmy s mewam- m o
V. ENOWN CONTAMINATION AND PATHOGENICITY . cy
Mycopiamns: Yo () No (®- Unknown ()
Viruses: Herpaa Ya () No () Unkuown (;_‘)
Hopaks B - Ya () No () Unknowa (x)
. Hopaids C ) Ya () Ne () Unknows (X
HIV Ya () No () Unkzown ()
Othear contaminants: Ya () No () UIIIIMI (<))
If yes, please specity: . . cem e em
hhn:mnﬁmhmmum Ya () " Ne (® Usknown ( )
If yes, pleaso spocify: puthogenie { ) alagenle ()

THE CELL LINE HAS TO BR HANDLED UNDER THE FOLLOWING LABORATORY CONTAINMENT

LEVEL":
L@ 2¢)

-

LR -

4 Mavk wirth a cross if additional rformation is given on an atched shaet,

1 The DSMZ auly sezep for deposis organisms which baleng to riak group 1 ar 2, according o "Sichers Blomehnologle: Binstufng von
blologischen Agemxies: Viren' (B 004) of the "Berufagenossenachalt dey chemischen Indugirie’ and can be kandied vnder the nboramry
conmalpmant jevel L1 or L3 acconding 10 “Gesotz. mur Regalong der Genteelnlk” (BABY, 1, pp. 2067-2003 of 21.12.199%), last changad on
16.04.2002 (BQBL I, pp. 3220-3244) imd sceording to EBC Divective 2000/54/BC on the Protection of Workers from Risics Ralatad to
Bxpature 1 Bislogical Agents st Work (O No. L2162, pp. 2148 of 18.09.2000).

Form DSMZ-BF/1-Aniroal and Human Cell Cilure {second pege) 06/2003
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V. IF THE CELL CULTURRE IS GENETICALLY MANIPULATED T (r
Complets answers to be glvem)

1. DATA CONCHRNING THE HOST ORGANISM

wan e y— fa wmE oW ay owm ey

slak group: . (D rskgr. 1 ()riskyr.2

sensitivities: - - - - - -
Tesisances:
special propextios:
2. DATA CONCERNING THE DONOR ORGANIEM
designation:
bazard groap: . () bez. gr. 1 . ()i-rz b gr.3
of the clased DNA (ragmsent:
dﬂﬂww. \ 2mmwm¢mmmm
sz of e choood DNA (b 15 Mb of Chr. 14 with IgH loai, 5-20 Mb of Chr2 with Igk loci
complets gennme ( }eDNA
pot=ntial visk of the DNA: Bm-l: . ( ) tumorigenic
oxigmle () allergemio

) o0 potantal risk
3. DATA CONCHRNING THE VECTOR
desigrarion: . human chromosome fragment (hCFs) tagaad with pSTneoB

datvadvoef:  humsn chromosome

bost specificity: mouse

resistnees: G418

phasakiivirus sizs 1o bp: withom busect ot applicable with et 520 Mb

pusecw:  humsnlgGpromotens = .. ..

addirional resding frames: lvhwvgm.smmm-mmm mhmhuy chair __loeul

own infextioslty: . (_} . (x)mo

mobiliabie plasmid: { )y m

own trunafer syyesu (')yu oo

wanalsy by sndogancoy halpor virvsss: “yu e!n

4, DATA CONCERNING THE GENETICALLY MANIFULATED ORGANIAM'

wpecil propesties: expreagion of functional human IgG1 <P-Selektin> o

{e-p productiom of ..; 080 M ... VUEDEME) __ L e by ey e e e s

poteaial risk: (.) pathogenic ) nmmaxigenie

() 0 potsatial tak () woxdgonic )ullﬂnh

"clamifieation sceording to please Indicary why: — e e

German lsgishation { ) 81 {)52 or EUlguiation (lcam1l ()caml .
Accarding to the regulations of ths GenT'G6 tha DEMZ cun oaly accept pastically manipaisted, potentially pathogenic organisms (or
dﬂm“lmdﬁpﬂhﬂbpﬂuﬂﬂﬂ(ﬁhmqﬁﬂduﬂnﬂﬂnﬁnﬂgmﬁuﬂh

'Hntﬂ&lmwlﬁlﬂmmumhmuuumm .
-mmwumbrupwmmmnmmluz Mub'ihhnmun Birgmfung von
blologischen Agsrrien: Viren' (B 004) of ths 'Berufegenoqsenseintt der chamiachen Indosris’ and ong be kendled wader thy
contalnment [svel 8] or S according w "Gesarx zr Regalung der Genzechmik® (BGBI, L, pp. 2067-3003 of 21,12.1993) or Class 1 or *,
' anm-amwnmhwmmwhmmmumm

* aceonding tn BEC Directive 2000/54/BEC on the Protection of Weriters from Rivkz Reluted to Exposmrs to Biological Ageats a2 Work (O Ne.
L3262, pp. 2145 of 18.09.2000)
Form DSMZ-BP/]1-Animal and Human Cell Crltore (third page) 06/2003
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V1. SCIENTIFIC DESCRIFTION’

hu-Mab<P-Selectia>LCI004-001 _

VII. ADDITIONAL DATA®

Tomizuka ot al. (2000) PNAS 97, 722-727

Tamizuks ot al. (1997) Natura Genet. 16, 133-143

VIIL FATE OF THE CULTURE AFTER THE PRESCRIBED DURATION OF STORAGE™

b) The cufture i 1 be hended back ® the depositar against s Gw
€) The cultxre 1 1o be destrayed by the DSMZ

8) The culture 1 to be wxmsferred e the poblichy svaliable collsction of the DEMZ

(Iyma
(ym
(D

()
m
()

IX. DEPOSTTORM

Nume:  Roche Disgnostics GmbH
Sandhofor Strasen 116
68305 Mammheim

Sp: | )

Nonnsawald 2

82377 Penzberg

Fhone:
Pax:
BE-Mal:

08856-60-3450

08856-60-3451

karl-heinz| .com

Further dapositors: F, Hoffmann-La Roche AG

124 Grenzacherstrasse
CH-4070 Basel
Swirzeriand

Hoffmann-Ia Roche Ing.

340 Kingsland Strect
Nutley, N7 07110-1199
USA

¢ Mark with & crom if addirions] Infirmation s given on an stiached shoet,

7 s stongly reoommended to indicate the sclantifie dascription and/or propased taxsnomis desigoation (zes L) of the misroorgemism,

& M desired nume sod address of the Leventor(s) xight be zecarded hers.

# Mark with 2 crom If additiosal informarion (other than the infbrmation referved © tn footacis s given on an ateched shoet, snch a1 the oures
of tha micyoorganiem, umuummuwmmmmmummmmu
the odrerion used when drafiing the mropased axonomic desigoation (The supplying of such infoomating &

1# Tha cxlture ls to be stored for s peziod of at Jeaat fiva yearn aftor the most recest roquest oy thy frrmdshiing of & semple of the depostied
orgaciam and, io any case, for az least 30 years after the datz of depostt (Rule 9.1). mmmummumuuﬂu

u This Deposition Form I the contract berween the depositary and the depoatior. Tharethre it mag be signed by the depositor, In ease of a legal
ety the signacores of two represeatatives, afficlally nominared by this endry, sre required. Mmutpnmhwﬁuuﬂahm
auw.ummmmarmmmdmubdmdhmmmmum Unlem otherwise

agreed, the undernigned It the cormespondent of the DSMZ.

Form DSMZ-B3P/1-Animal and Homan Cell Caltnre (fourth sud last pags) 06/2001
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA LOS
PROPOSITOS DEL PROCESO DE PATENTE

DECLARACION EN EL CASO DE UN DEPOSITO ORIGINAL
De acuerdo con la Regla 6.1
Para

DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON Para ger llenado por la Autoridad Depositaria
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH

Mascheroder Weg 1b Ndmero de accesion DSMZ:

D-38124 Braunschwelig Fecha de recepcién del cultivo:

ALEMANIA

CULTIVOS DE CELULAS ANIMALES Y HUMANAS
POR MEDIO DE LA PRESENTE, EL ABAJO FIRMANTE DEPOSITA BAJO EL TRATADO DE
BUDAPEST EL CULTIVO CELULAR IDENTIFICADO A CONTINUACION Y ACEPTA NO
RETIRAR EL DEPOSITO POR EL PERIODO ESPECIFICADO EN LA REGLA 9.1, EL DSMZ NO
PROPAGA CULTIVOS CELULARES,

I. IDENTIFICACION DEL CULTIVO CELULAR

Refsrencia de identificacién®, nombre de la linea celular:hu-Mab<P-Selektin>LC1004-002

Especles de origen®: . Ratdn transgénico KM (Medarex,
CA, USA)

Hibridoma: SP2/0-Ag14 (ATCC: CRL-1581)

1. CONDICIONES PARA EL CULTIVO

[Por favor Indique todas las condiciones necesarias incluyendo tipo y % de suero,
temperatura, fase gaseosa, cociente de division 6ptimo, etc.:
500 mL (Medio Dubelco Modificado por Iscove) + 15 mL de FCS + 5 mL de Piruvato
de Sodio (MEM 100mM) + § mL de 2-mercaptoetanol (50 mM) o 1000 mL de HyQ
ADCF-Mab + 50 mL de FCS; Inicie el cultivo con 1 x 10° células y haga pases cada 3
6 4 dias. Tlempo de duplicacién de la poblacién aproximadamente 30 horas;
densidad maxima: 2 x 10° células / mL; 5% CO,, 37°C, células en suspension (u
ocaslonalmente en grupos) algunas veces de poca adherencla.

¢ Ha sido usado hasta ahora cualquier suplemento adiclonal (incluyendo antlbidticos)?
En caso afirmativo, dé las concantraciones

1% Factor de clonacion del Hibridoma

5 mL de Penicilina-Streptomicina (5000U/mL Strep, 5000 IU / mL Pen)

“TEsta forma pueds también ser usads sl @ abajo firmante convierte en un depdaito bajo el Tratado
de Budapest, un depdsito de un organismo que éste o su predacesor en tilulo haya depositado,
fuera del Tratedo de Budapest, con la misma Inatitucidon depositaria anterlior (Regla 6.4 (d)) o tras la
adquisicién de esa Instiucidn del estatus de autoridad depositaria intemacional.

2 Namero, simboios, etc. Dados al organismo por el depositante.

3 Se recomienda que se Indique la designacién taxondmica y/o la descripcion clentifica del
organismo (ver Vil)

* Marque con una X si se da informacién adiclonal en una hoja anexa.

Forma DSMZ-BP/1-Cultivo Calular Animal y Humano (primera pagina) 06/2003
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lil. CONDICIONES PARA EL ALMACENAMIENTO A LARGO PLAZO

Composicién del medio: 0% FCS y 10% DMSO
Concentracion de las células: aproximadamente 5x10° células / ampolla

Otras recomendaciones.

IV. CONTAMINACION CONOCIDA Y PATOGENICIDAD ()
Micoplasma 8I{) No (X) Desconocido { )
Virus: Herpes Si() No( ) Desconocido (X)
Hepatitis B Si() No( ) Desconocldo (X)
Hepatitis C Si() No( ) Desconocido (X)
ViH Si() No( ) Desconocido (X)
Otroscontamh.\antes: Si() No( ) Desconocido (X)

En caso afirmativo, por favor especifique:

LE| material es patégeno al hombre o a animales?
Si() No (X) Desconocido ( )

En caso afimativo, por favor especifique:
Patogénico ( ) Alergénico ( )
Toxigénico ( ) Tumoarigénico { )

LA LINEA CELULAR DEBE SER MANEJADA BAJO EL SIGUIENTE NIVEL DE
CONTENCION DEL LABORATORIO®

L1({X) L2()

“ Marque con una X en caso de que sa dé Informacién adiclonal sn una hoja anexa

® E| DSMZ solo acepta organismos para depdsito que pertenezcan al grupo de rieago 1 6 2, de
acuerdo con “Skhere Blotechnologle: Einstufung von biologischen Agenzien: Viren® (B 004) de
*Berufsgenossenscheft der chemischen Industrie” y puedan ser manejedos bajo el nivel de
contenclén L1 o L2 del laboratorio, de scuerdo con “Gesetz zur Regelung der Gentechnik” (BGBI. I,
pp. 2087-2083 de 21.12.1893), Gitimo cambio en 16.08.2002 (BGHI. {, pp. 3220-3244) y de acuerdo
con la Directiva EEC 2000/54/EC de la Protecclon de los Trabajadores contra los Riesgos
Relaclonados con |a Exposicion a Agentes Blologicos an el Trabajo (OJ No. 1262, pp. 21-45 de
18.09.2000)

Forma DSMZ-BP/1- Cultivo Celular Animal y Humano {ssgunda pagina) 06/2003

2)

34



V. S| EL CULTIVO CELULAR ES MANIPULADO GENETICAMENTE ()
Dar respuestas completas

1. DATOS RESPECTO Al ORGANISMO HOSPEDERO

Designacion: Ratén

Grupo de Riesgo (X) gr. De riesgo 1 ( ) gr. De riesgo 2
Sensibilidades:

Reslstenclas:

Propledades especiales:

2. DATOS RESPECTO AL ORGANISMO DONOR
Designacién:
Grupo de peligro (X)gr.depel.1 ( )gr.depel.2 ( )gr.depel3d
Descripcién del fragmento de ADN clonado: 2 fragmentos cromosomales humanos
(FChs) codlificantes de /oc! de IgG

humano
Informacién clonada:
Tamafio del ADN clonado (en pb): 15Mb de Chr. 14 con /oci de IgH,
5-20 Mb de Chr. 2 con loci de Igk.
( ) genoma completo ( ) ADNc
(X) subgenémico ( ) sintético
( ) subgénico
Riesgo potencial del ADN: ( ) patogénico ( ) tumorigénico
( ) toxigénico ( ) alergénico
(X) no rlesgo potencial

3. DATOS RESPECTO AL VECTOR

Designacion: Fragmento de cromosoma humano (FChs) marcado con pSTnheoB
Derivado de: Cromosoma humano

Especificidad hospedero: Ratdn

Raslstenclas: G418

Tamafo del plasmido/virus en pb:  sin Inserio: no aplica con inserto: 5-20 Mb
Promotores: Promotores de igG humana

Marcos de lectura adicionales: 17 segmentos de gen humano Vkappa, 5 Jkappa y
Ckappa; focus de cadena pesada totalmente humano

Posibllidad de infeccion: ()si (X) no
Plasmido movilizable ()sl (X)no
Sistema de transferencia proplo ()sl (X) no
Transferencla por virus enddgenos colaboradores ( )si X)no

4, DATOS RESPECTO AL RGANISMO GENETICAMENTE MANIPULADO®
Propledades especiales: Expreslén de la IgG humana funcional <P-Selektin>

(e.g. produccidn de....; uso como....-vector, etc.)

DNA foréneo (X)eplsomal  ( ) cromosdmicamente integrado
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Rlesgo potencial: ( ) patogénico ( ) tumorigénico
( )toxigénico ( ) alergénico

(X) no riesgo potenclal

Clasificacién de acuerdo con por favor indique 8l motivo:

Legislacidn alemana ( )S1 ( )S2 o legislacion UE  ( )clase 1 ( )clase 2
De acuerdo con las regulaciones del GenTGG, el DSMZ solo puede aceptar para el
depésito, organismos ganéticamente manipulados, potenciaimente patogénicos, cuando
una copla del permiso expedido por la autoridad competente (o por una comislén naclonal
de seguridad blolégica equivalents) para trabajar en los microorganismos, acompafia la
forma de depdsito.

“ Marque con una X sl se da Informacién edicional en una hoja enexa

& ol DSMZ solo acepta para el depdsito organismos que perienezcan al grupo de riesgo 1 6 2 de
acuerdo con “Sichere Biotechnologle: Einstufung von biologlschen Agenzien: Viren® (B 004) de
“Berufsgenossenschaft der chemiachen Industrie” y pusdan ser manejados bajo el nivel de
contenclén S1 o $2 del laboratorio, de acuerdo con "Gesetz zur Regelung der Gantechnlk”™ (BGBI.
|, pp. 2067-2083 de 21.12.1883), oclase 1 6 2*.

® GenTG= Gesetz zur Regelung der Gentechnik (Ley alemana para la regulacién de la Ingenieria
genética)

* De acuerdo con la directiva del EEC 2000/54/EC de la Proteccién de [os Trabsjedores conira los
Rlesgos Releclonados con la Exposicidn a Agentes Bloldgicos en ol Trabajo (O.J No. L2682, pp. 21-
45 de 18.06.2000)

Forma DSMZ-BP/1- Cuitivo Calular Animal y Humano (tercera pagina) 08/2003

Vi DESCRIPCION CIENTIFICAT ()
hu-Mab<P-Selactin>LC1004-002
Vil. DATOS ADICIONALES ® (r

Tomizuke et al. (1997) Nature Genet. 18, 133-143
Tomizuka et af. (2000) PNAS 97, 722-727

Vil. DESTINO DEI. CULTIVO TRAS LA DURACION PRESCRITA DE ALMACENAMIENTO ™

8) El cultivo serd transferido a la coleccion disponible el pdblicodelDSMZ  { )el ( )no
b) El cultivo send devueltio al depositants previo pago de honorarios (sl ()no
c¢)El cuitivo serd destruldo por el DSMZ (X)sl ()no

IX. DEPOSIT o

Nombre; Roche Diagnostics GmbH Firma:
Sandhofer Strasse 116 (ilegible) (Heghble)
88305 Mannhaim ppa. LV.
Dr. Schrelner K.-H. Betke
Direccién:  para correspondencia Feche: Marzo 25, 2004
Roche Diagnostics GmbH
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Nonnenwald 2
82377 Penzbery

Teléfono:  08856-80-3450
Fax: 08856-80-3451

E-Mail: kartheinz.betke@roche.com

Depositantes adicionales: F. Hoffmann — La Roche AG Hoffmann - La Roche Inc.
124 Grenzacherstrasse 340 Kingsland Street
CH-4070 Basel Nutiey, NJ 07110-1198
Suiza EUA

TMnrqua con une X si se da Informacién adiclonal en una hoja anexa
7 Se recomlenda indicar la descripcién clentifica y / o designacién taxondmica propussta del
microorganismo (ver I).
®S) se desea, el nombre y la direccion del Inventor pueden escribiree acé
o Marque con una X sl se da Informacién adiclonal en una hoja anexa (diferente a la que se refrid
en la nola 5 de ple de pagina), tal como |a fuente del microorganismo, el(los) nombre(s) y
direccién(es) de cuaiquier otra Institucion deposiieria en ia cual se haya depositado el
microorganismo, o el criterio usado al escribir la designacién taxonémica propuesta (El suministro
de esta Informacidn es opcional).
¥ E| cultivo se almacenars por un periodo de al menos 5 afios tras la solicltud mas reclents de una
muestra del organismo depositado y, an cuaiquier caso, por lo menos 30 afios después de |a fecha
de depdsito (Regla 9.1) La regulacién anterior es vdlida hasta que haya un cambio en la
Jurisdiccién,
" Esta forma de depdsito as el contrato entre el depositante y el depositark. Por lo tanto, debe ser
fiada por el depositante. En el caso de une entidad legal, se requlere la fina de dos
represententes, designados por dicha entidad de manara oficlal. Donde se requiera la firma en
nombre de una entidad legal, el (loe) nombre(s) escrito(s) de |a(s) persona(s) naturakes) que
firma(n) en nombrs de la entidad legel debe{n) acompafiar la(s) firma{a). A menos que se
aspecifique lo contrario, el abajo firmante es el correspondlientie del DSMZ.
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4
.

©ymn oul'tho detalla on the scrsen. print it out, sign it, and send to the DEMZ)

>4
BUDANEST TREATY ON THR INTERNATIONAL ' m .
Daugsaim Barwnking sen
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS Miooorgenieman
. ﬂ.—:tﬂ“
FOR THE PURPOSES OF PATENT FROCEDURE

STATEMENT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT

et o Rulg £.1
To Ta be filled in by the Deposiary Authority
DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON .
MIKROORGANISMEN UND ZELLXULTUREN Gehi DEMZ-Accepsion omuber :
Mascheroder Weg 1b ;
D-38124 Braunschwely Dam culmro recejvet:
CERMANY

.- THE UNDERSIGNED HEREBY DEPOSITS UNDER THE BUDAPEST TREATY THE CELL CULTURE IDENTIFIED HEREUNDER AND
UNDERTAKES NOT TO WITHDRAW THE DEPCSIT FOR THRE FERIOD SPECIFIED IN RULE 9.1'. THR DSMZ DOES NOT PROPAGATRE
CHLL CULTURES,

0 L. IDENTIFICATION OF THE CELL CULTURE ,
ldentificaiion refvence’, name of coll Uoe:  hu-Mab<P-Selektin>LC 1004-002

Hybridora: SP20-Agl4 (ATCC: CRL-1581) e e .
TL CONDITIONS FOR CULTIVATION ' (7

PMeane inlicar all necessry conditions Inchisfing type and % of senon, tempennre, gasecos phase, opdmal split mitio, eto.:
500 ! (Iscove's Modified Dulbocco’s Medium) + 15 ml FCS + 5 ml Sodium Pyravate (MEM 100mM)

+$ sl 2-Meroaptoethano! (S0mM) or 1000 m! HyQ ADCF-Mab + 50 ml RCS; Start Colure with 1x10e8 golls
and split every 3 or 4 days. Doubling time spproximately 30 hours; maxima! denaity: 2x10e6 cell/m);

3% CQ2, 37°C; Cells in suspension (or occasionally in clumps) sometime low adherent.

Mgwm.mﬁmmmmmm
If s0, give concoptradansy;

1% Hybdoma Cloming Factor e e -
5 ml Penicillin-Streptomyain (5000 Usml Strep, S000IU/nl Per)

I ‘This fovm mxy also be used If the undersiened converes i & deporit under ¢ Pudspent Treary the deposk of an organiem that be or his predesessor In
title kms already deposited, oumide the Bodspost Trexry, with the sume deposisery Instivion sither before (Rula 6.4(()) or after the scqubsition by thas
inxdoution of the sams of Lerngriona] depositary mutharity.

1 Number, symbols otc., given to the organism by the depositr,

3 It & srongly recommendad that the mmmmmhmmmumhm

« Mark with s cross if andidans! Informetion Is glven on an attached shest,

Form DSMZ-BP/1-Avimal aod Human Call Caleire (Besz page) 0672003
FOR FATENT PURPOSES ONLY!
» not for gafs or public depasit -

" : . ¥
.



T1. CONDITIONS FOR LONG TERM STORAGE {r

Composition of mediors: - 90% FCS and 10% DMSO —

Call cozxzentradion: ' approximately 5x10e6 cells/ampoule e e e,

Oher recommendations: R — ._._._......_.- - rE——— i v s e ——r -

IV. ENOWN CONTAMINATION AND PATHOGENICITY ' : 18

Mycophuma: Yer () Na (® Unknown ( )

Virmes: Horpes Yes () No () - Unkmown ()
Hepazith B You () No () Unknows (%)
Hepasitia C Yes () N () Unknown (%)
Hv Ya () No () Unknows (%)

Other contaminamy: Ya () Nao () Unkmown: (z)

Ifyes plesscapecity: _ . __.. e e e e e s
1z the mazerial puibogenic to man or agimals; Ya () No (%) Usnkoown ()

if you, pleuse gpecify: padogenic ( ) allerganic ( )
) ’ mxigenic () tmoriganic { )

THE CELL LINE HAS TO BE HANDLED UNDER THE FOLLOWING LABORATORY CONTAINMENT *

LEVEL":
L& 12¢)

¢ Mark with & cross if addltioma] infornxsion Is given on xo axached sheet.

# The DSMZ ouly accepts for deposli arganimns which belang to risk proop 1 or 2, eording © *Sichars Bioechnologle: Einstafimg von
Agexien: Viren' (B 004) of the 'Barnfagenossenschaft dor chamischen Industrie’ and eun be handled under G
contstranent fevel L1 or L2 accopding w "Geserz mr Rogelung dar Geninckelk” (BOBI. I, pp. 2067-2083 of 21.12.1993), las changed on
16.08.2002 (BGBI. [, pp. 3210-3244) mnd according to BRC Direerve 2000/54/HC on the Protection of Warkers from Risky Ralated o

Exporure 1o Rlologieal Agesis az Work (OF No. L2682, pp. 2143 of 18.09.2000).

Form DSMZ-BP/1-Anirzal and Hiuman Cell Calmre (gesomd page) 06/2003
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V. [F THE CELL CULTURE [S GENETICALLY MANIFULATED . (r
Completa answers tn be givenl

1. DATA CONCERNING THE HOBT ORGANIEM
deslgmtion: mouse
rlak group: (a) riak gr. 1 T (kg3

senaitivitlan: a1« temm 4 e s vemmmamt Mism w Gees s A
resiygress: '

2. DATA CONCERNING THE DONOR ORGANISM
designatine:
oo gop: Wbl ( )bz gr. 3 ()i ge.3

domcipto of e hosd DNA fragrsa: 21 ants (hCFs) encadung kuman 19G loci

LS e = am

o e o DNA G5 15 M pf ;14 with g Ioc, -20M of Cir2 with Igk o

) eomnpleea genoms ( ) cDNA
{ subgenic
posential riak of the DNA: ; Bm ( )} emorigenic
&)UMM
3. DATA CONCERNING THE VECTOR
dedguubon:  humen chromosome fragment (hCFs) tagged with pSTnooB S
dorivativeoft  human chromosome — e g e = m o e
nm: s by myduer & Sk w - el -
reslsmcaces G418 . . — -
plesmid/virus shxz in by: withont lnsert not spplicable  with neet 5-20Mb
promosess: human Ig0 promoters —— —— s am o m an .
addidons] resding fremes: ITMVWIhppldenppﬂuw mhmhmmhuvyuhmlocln
own lnfectolty: (‘}n (¥m
maohilisable plagmid: ()ys SD
own tamafer sysem: Oy ) (D=
traafer by codogenous belper virmes: Ty . m
4. DATA CONCERNING THE GENETICALLY MANIFULATED ORGANIN’
ial 1eq: pression of finctional buman IgG] <P-Selektin> —— ..
(o.5. production of ...; Dac & ...-Vvector atc.) vt bwe = mrws .
foreign DNA: () eptsomal { ) chramosoually tmgrated
potental siak: { ) pathogenie (.) mmorigenie
(z)ﬂ ek () toigenic () allargeniz
dl.lldhnlurdlnl ploass indieacy why:

German legidation { ) 81 ()52 or EU loglgiation {(Jcaml ()clami
According to the regulations of ths mmnm:-n-uunmmw potaniially pathopwnie organisas for
mm-mndmmumwmwmmw-mmmmmmwm

¢ Mark with a eross If addivional information ls given on an asmched sheet.

s The DSMZ culy eccepts for deponit organiems which beloag t tsk group 1 or 1, according o “Sichere Biorecimologhe: Elnsufing vou
blologischen Agemier: Viren' (B 004) of the 'Berufbgenossenschaft der chemischen Indusmris’ and can be handied wnder the iaboramry
coptalmment level S1 or $2 according @ "Oesery mr Regelung der Gentachalic® (AGBL I, pp. 2067-2083 of 21. 11.199!)!’ Classlorl ™,

¢ GegTG = Oeyerz xur Regatung der Gemeclulk (German law for the regularion of generle angineering)

mﬂum!ﬁﬂbh:ﬂu:ﬂlﬂﬂﬁuh?mdwmmmmenlmwnWﬂ(ﬂlﬂo.
1262, pp. 2143 of 18.09,2000)

Form DSMZ-BPf]-Animal and Humag Cell Cultnre {thind page) 062000



V1. SCIENTIFIC DESCRIPTION’

hu-Mab<P-Selactin>LC1004-002

VIL ADDITIONAL DATA'

Toizuks et l. (2000) FNAS 97, 722-727

Tomizuls et al. (1997) Naturo Geges, 16, 133-143

VI PATE OF THE CULTURE AFTER THE PRESCRIRED DURATION OF STORAGEY

1) Tha colmre Is to be haaded back to the deposhtor againt & foe
&) The cultare 1s 10 be dastroyed by the DIMZ

») The cultere Is io ba transfecred inm the publicly svallabls collection of the DEMZ

Qe
{)ye
(B yes

{)mw
(1o
(m

Nams:  Roche Diagnostics GmbH
- Sandhofer Serasse 116
68305 Mamnheim _

for correspondence

Dr,

v Kkt

K.-H. Betke

Nonnenwsld 2

ST Pambey

08856-60-3450

ORB56-60-3451

Phoner
Fax:
B-Mall

kari-heinz betke@roche.com

Further depositors: F. Hoffmann-La Roche AG
124 Grenzacherstrazse
CH-4070 Basel

. Switzerland

Hoffmam-La Roche Inc.

340 Kingaland Street
Nutley, NT 07110-1199
USA

¢ Mark with a cross If additiom] brformation 1s given on m atached shest.

v It is smongly recomnended m indlose the sclentific description and/er proposed uxonowdc desigastiog (seo 1.) of the microorganism.

7 I dawired name and address of the iyvenipm(x) might be recondod here,

s Mark with a croas if addirioml inforoucion (other tan the informadon referred 1© In fogtacis 5 s gives on an attached sheet, such as the source

. of the micreorganism, the name(s) and the addresa(es) of any other depoaitary instinmtisn(s) with which the microarganiem has been deposted, o

the erkerion need when drafting the ;xonomis designation (The supplytag of mch information Ja opdonal).

# The caltrre Is to be stored for 1 period of at lesat five years aftar the mos recant roqnaet for the firnsking of & sample of the deposised
organiem and, in sny cxse, for at least 30 years aftor the dam of deposit (Rule 5.1). Ths sbove regnlation ls valid il there will be binding

Jurisdictdon, .

u This Depoiition Form Is the cantract between the deposiary and the depasitor. Therefire it mmat be algaed by the depostor. In cass of & lagel
entity the slgmmres of two represeniatives, officially nominated by this emity, mmmum-mummm
anticy, mmmammmm-mmummmmmm nless otharwise
agreed, the undernigned s the correspondent of the DSMZ.

For DSMZ-BP/1-Animal and Human Ceil Calnure {fourth and Last page) 06/2003
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA LOS
PROPOSITOS DEL PROCESO DE PATENTE

DECLARACION EN EL CASO DE UN DEPOSITO ORIGINAL
De acuardo con la Regla 8.1

Para

DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON Pera ser llenado por la Autoridad Deposltaria
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH

Mascheroder Weg 1b Namero de accesién DSMZ:

D-38124 Braunschwelg Fecha de recepcién del cultivo:

ALEMANIA

CULTIVOS DE CELULAS ANIMALES Y HUMANAS
POR MEDIO DE LA PRESENTE, EL ABAJO FIRMANTE DEPOSITA BAJO EL TRATADO DE
BUDAPEST EL CULTIVO CELULAR IDENTIFICADO A CONTINUACION Y ACEPTA NO
RETIRAR EL DEPOSITO POR EL PERIODO ESPECIFICADO EN LA REGLA 8.1". EL DSMZ NO
PROPAGA CULTIVOS CELULARES.

I. IDENTIFICACION DEL CULTIVO CELULAR

Referencla de It_!entiﬁcnclén’. nombre de la linee celular:hu-Mab<P-Seiektin>LC1004-017

Especles de origan®: Ratén transgénico KM (Medarex,
CA, USA)

Hibridoma: SP2/0-Ag14 (ATCC: CRL-1581)

Il. CONDICIONES PARA EL CULTIVO

Por favor Indique todas las condiclones necesarias incluyendo tipo y % de suero,
temperatura, fase gaseosa, cociente de divisidn Gptimo, etc.: .
500 mL de (Medio Dubelco Modlficado por Iscove) + 15 mL de FCS + 5 mL de
Piruvato de Sodio (MEM 100mM) + 5§ mL de 2-mercaptostancl (50 mM) o 1000 mL
de HyQ ADCF-Mab + 50 mL de FCS; Inicie el cultivo con 1 x 10° células y haga
pases cada 3 6 4 dias. Tlempo de duplicacién de la poblacién aproximadamente 30
horas; densidad méxima: 2 x 10° células / mL; 5% CO,, 37°C, células en suspension
(u ocasionaimente en grupaos) algunas veces de poca adherencla.

L Ha sldo usado hasta ahora cualquier suplemento adiclonal (Incluyendo antibl6ticos)?
En caso afirmativo, dé las concentraciones
1% Factor de clonacién del Hibridoma

5 mL de Penicllina-Streptomicina (5000U/mL Strep, 5000 IU / mL Pen)

TEsta forma puede también ser usads 8l el abajo firmants convierte en un depdsito bajo el Tratado
de Budapest, un depdsito de un organismo que éste o su predecesor en titulo haya dapoaitado,
fuera del Tratado de Budapest, con la misma Instiucién depositaria anterlor (Regla 8.4 (d)) o traa |a
adqulsicion de esa institucién del estatus de autoridad depositaria Intemaclonal.

2 Nimero, simbolos, etc. Dadoe al organismo por el depositants.

3 Se recomienda que se Indique la designecién taxonémica yio la descripcion clentifica del
organismo (ver VII)

* Marque con una X sl se da Informecién adiclonal en una hoja anexa.

Forma DSM2-BP/1-Cuitivo Celular Animal y Humano (primera pagina) 08/2003
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Ill. CONDICIONES PARA EL ALMACENAMIENTO A LARGO PLAZO

Composicién del medio: 80% FCS y 10% DMSO

Concentracién de las células: aproximadamente 5x10° células / ampolla

Otras recomendaciones:

IV. CONTAMINACION CONOCIDA Y PATOGENICIDAD ()

Micoplasma Si() No (X) Desconocido ( )

Virus: Herpes SI() No() Desconocida (X)
Hepatitis B Si() No() Desconocido (X)
Hepatitis C Si{) No( ) Desconocido (X)
VIH Si{) No( ) Desconocido (X)

Otros contaminantes: Si() No( ) Desconocido (X)

En caso afirmativo, por favor especifique:

LE| material as patSgeno al hombre o a animales?
Si() No (X) Desconocido ( )

En caso afirmativo, por favor especifique:

Patogénico ( ) Alergénico ( )
Toxigénico ( ) Tumorigénico ( )

LA LINEA CELULAR DEBE SER MANEJADA BAJO EL SIGUIENTE NIVEL DE
CONTENCION DEL LABORATORIO®

L1 (X) L2()

* Marque con una X en caso de que se dé informacién adiclonal en una hoja anexa

® £ DSMZ solo acepta organismos para depdsito que pertenazcan al grupo de rieego 1 & 2, de
acuerdo con "Sichere Blotachnologle: Elnstufung von blologlechen Agenzien: Viren® (B 004) de
*Berufsgenossenschaft der chemischen Industrie® y puedan ser manejados bajo el nivel de
conlancién L1 o |2 del laboratorio, de acuerdo con "Geselz zur Regelung der Gentechnlk™ (BGB!. |,
pp. 2067-2083 de 21.12.1903), Gltimo camblo en 16.08.2002 (BGBI. |, pp. 3220-3244) y de acuerdo
con la Directiva EEC 2000/54/EC de la Proteccién de los Trabajadores contra los Rlesgos
Relacionados con la Exposicion a Agentes Blolégicos en el Trabejo {OJ No. L262, pp. 21-45 de
18.08.2000)

Forma DSMZ2-BP/1- Cultivo Celular Animal y Humano (segunda pagina) 08/2003
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V. S| EL CULTIVO CELULAR ES MANIPULADO GENETICAMENTE ()
Dar respuestas completas

1. DATOS RESPECTO AL ORGANISMO HOSPEDERO

Designacitn: Ratén

Grupo de Riesgo (X) gr. De rlesgo 1 ( ) gr. De rlesgo 2
Sensibilidades:

Resistencias:

Propledades especiales:;

2. DATOS RESPECTO AL ORGANISMO DONOR
Designacién:
Grupo ds peligro (X)gr.depel.1 ( )gr.depel.2 ( )gr.depel3
Desacripcion del fragmento de ADN clonado: 2 fragmentos cromosomales humanos
(FChs) codificantes de /oci de IgG

humano
Informacién clonada:
Tamafio del ADN clonado {(en pb): 15Mb de Chr. 14 con loci de IgH,
5-20 Mb de Chr. 2 con loc! de Igk.
{ ) genoma completo ( ) ADNc
(X) subgenémico ( ) sintético
( ) subgénico
Riesgo potencial del ADN: ( ) patogénico ( ) tumorigénico
( ) toxigénico ( ) alergénico
(X) no riesgo potencial

3. DATOS RESPECTO AL VECTOR

Designaclén: Fragmento de cromosoma humano (FChs) marcado con pSTneoB
Derivado de: Cromosoma humano

Espedificidad hospedero: Ratén

Reslstenclas: G418

Tamafio del plésmido/virus en pb:  sin inserto: no apfica con Inserto; 5-20 Mb
Promotores: Promotores de IgG humana

Marcos de lectura adiclonales: 17 segmentos de gen humano Vkappa, 5 Jkappa y
Ckappa; locus de cadena pesada totalments humano

Posibilidad de Infecclon: ()sl (X) no
Plasmido movilizable ()si (X) no
Sistema de transferencia proplo ()sl (X)no
Transferencia por virus enddgenos colaboradores ()sl (X) no

4. DATOS RESPECTO AL RGANISM GENETICAMENTE MANIPULADO"
Propledades especiales: Expresion de la IgG humana funclonal <P-Selektin>

(e.g. produccién de....; uso como....-vector, atc.)

DNA foréneo (X) eplsomal ( ) cromosémicamente integrado

A\
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Riesgo potencial: ( ) patogénico ( ) tumorigénico
( )toxigénico ( )alergénico

(X) no riesgo potencial

Clasificacion de acuerdo con por favor indique el motivo:

Legislaclon alemana ( )S1 ()82 o legislacibnUE ( )clase1 ( )clase 2
De acuerdo con las regulaclones del GenTG6, el DSMZ solo puede aceptar para el
depoésito, organismos genéticamente manipulados, potanciaimente patogénicos, cuando
una copla del permiso expedido por la autoridad competente (0 por una comisién nacional
de seguridad bloldgica equivalente) para trabajar en los microorganiemos que acompafian
la forma de depéslto.

* Marque con Lina X sl se da informacién adicional en una hoja anexa

% ol DSMZ solo acepta pera el depsito organismos que pertenezcan al grupo de riesgo 1 6 2 de
acuerdo con "Sichera Biotechnologle: Einstufung von biologlaschen Agenzien: Viren" (B 004) de
“Berufsgenossenschaft der chemischen Indusirie” y puedan ser manejedos bajo el nivel de
contencién S1 o 82 del Inboratorio, de acuerdo con “Gesetz zur Regelung der Gentechnlk” (BGBI.
I, pp. 2067-2083 de 21.12.1993), o clase 1 6 2°.

® GenTG= Geselz zur Regelung der Gentechnlk (Ley alemana para la regulacién de la Ingenleria
genética)

* De acuerdo con la directiva de) EEC 2000/54/EC de la Proteccion de los Trabajedores contra los
Riesgos Retacionados con la Exposiclén a Agentas Bloidglcos en el Trabajo (OJ No. L2682, pp. 21-
45 de 18.09.2000)

Forma DSMZ-BP/1- Cultivo Celular Animal y Humano (tercera pagina) 0872003

V1. DESCRIPCION CIENTIFICA? ()
hu-Mab<P-Selectin>LC1004-017
Vil. DATOS ADICIONALES ™ (r |

Tomizuka et al. (1897) Nature Genet. 16, 133-143
Tomizuka et al. (2000) PNAS 97, 722-727

Vil. DESTINO DEL CULTIVO TRAS LA DURACION PRESCRITA DE ALMACENAMIENTO ™

a) El cultivo sena transferido a la coleccitn disponible al piblicodael DSMZ  ( )el ( )no
b) El cultivo seré devuelto al depositante previo pego de honorarios {)sl ()no
¢)E) cultivo serd destruido por el DSMZ (X)s] ()no

IX. DEPOSITANTE"

Nombre: Roche Diagnostics GmbH Fima:
Sandhofer Strasse 116 (llegible) (llegible)
88305 Mannhelm ppa. LV.
Dr. Schreiner K.-H. Betke
Direcci6n:  para correspondencia Fecha: Marzo 25, 2004
Roche Diagnostics GmbH
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Nonnenwald 2
82377 Penzberg

Teléfono: 08858-80-3450
Fax: 0B858-80-3451

E-Mell: kerl-hginz. betke@roche.com

Depositantes adiclonales: F. Hoffmann -~ La Roche AG Hoffmann - La Roche Inc.
124 Grenzacherstrasse 340 Kingsland Street
CH-4070 Bassl Nutley, NJ 07110-1189
Sulza EUA

Wamue con una X sl se da informacién adicional en una hoja ansxa

T Se recomienda Indicar la descripcion clentifica y / o designacion taxonémica propuesta del
microorganismo (ver [).

%31 se desea, el nombre y la direccién del inventor pueden escribirse acé

¢ Marque con una X sl se da Informaclén adicional en una hoja anexa (diferente a la que se refirid
en la nota 5 de ple de pagina), tal como Ia fuente del microorganismo, el(los) nombre(s) y
direcclén{es) de cualquier ofra Inetitucidn depositadia en la cual se haya depositado el
microorganismo, o el criterio usado al escribir la designacion taxonémica propuesta (El suministro
de esta informacién es opclonal).

1° E| cultivo se aimacenars por un periodo de al menos 6 afios tras la solicitud més reclents de una
muestra del organismo depositado y, en cualiquier caso, por lo menos 30 afios después de ia fecha
de depésito (Regla 8.1) La regulacién anterior es vélida hasta que haya un camblo en la
Jurisdicclén.

! Esta forma de depdsio es 8l contrato entre el depositante y el depositario. Por o tanto, debe ser
fimade por el depositante. En el caso de una entidad legal, se requiere la firma de dos
representantes, designados por dicha entidad de manera oficlal. Donde se requlera la firma en
nombre de una entidad legal, e! (los) nombre(s) escrito(s) de la(s) persona(s) natural(es) que
firna{n) en nombre de !a entidad legal debe(n) acompafiar la(s) fima(s). A menos que se
especifique lo confrario, el abajo firmants es el corespondients del DSMZ.

4¢
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. (i out-th- detalls o the scresn, print kt out, sign It, and send to ths DEMZ] 6 R“
BUDAPEST TREATY ON THS INTERNATIONAL @@M@ \
RECOGNITION QF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS o,
Dellaran Gob

3 BOR THE m OF PATENT FROCEDURE

STATEMENT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT

pursuam 1o Rule 6.1
To ) To be filled in by the Depositary Anthoriry
PSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON , ’
MIEROORGANISMEN UND ZELLXULTUREN QOmhH DSMZ-Accossion oomber :
Mascheroder Weg 1b '
D-38124 Branmechwedy Dats culture recolved:

ANIMAL AND HUMAN CELL CULTURER
THE UNDERSIGNED HEREBY DEPOSITS UNDHR THE AUDAPEST TREATY THE CELL CULTURR IDENTIFIED BEREUNDER AND

- UNDERTAKES NOT TO WITHDRAW THE DEPQSIT ROR THE PERIOD SFECIFIED IN RULE 9.1'. THE DSMZ DOES NOT PROPAGATH |

CHLL CULTURES.

L [IDENTIFICATION OF THE CHLL CULTURE
@ | vemitouion e’ e o cel os:  Bn-Mab<P-Soloktin>LC 1004-017_

Specles of origis™; KM tranagenic mouse (Medarex, CA, USA) _
'| Hybridoma: SHIO-MJ“(ATO&.GRL-H!O.-:.... S,
. CONDITIONS FOR CULTIVATION . ()

Piesse tadicans all necsemary conditions Incinding pype and % of serum, toxzparaiurs, gaasous phase, optima] split rutlo, ez,
500 i (lacove’s Modified Dubecco’s Medjumm) + 15 ml FCS + S ml Sodiun Pyravate (MEM 100cM)
+5 a1 2;Meregpoethanl (SOmM) o 1000 sl FyQ ADGF-Mab + 50 ml FCS; Sart s with 151065 ol
aad split evary 3 or 4 days. Doubling ne sgproinusely 30 houre; magimal deusity: 21006 call;
5% CO2, 37°C; Coll in suspension (o oocasionaly i, cuuupe)sormtie low sdereat

Have, ol now, any additinnal supplements (inchufing mmtfkiotics) boes vsed?

If s0, give concentmdions: .
1% Hybridoms Cloning Factor = _ == . __._.__ .. c e e

5 ml Penicillin-Streptomycin (5000 U/ml Strop, 5000IU/ml Pex)

1 This form may also te nsed if the underrigned comverty o & deposk undsr the Budapest Treaty the deposhr of an organien thar he or kis predecessor b
tie bas already deposiced, outzide the Budepest Treaty, with te same deposiury {nstitution oither before (Raols §.4(d)) ar aftar ths acquishdon by tha
lﬂmdmmdmﬁmﬂ@-hnﬂuﬂv

3 Number, symbols exx., pmnhupﬂmbybdqui

3 1's mrongly recommanded thar the mmmmwmmmmumhw

.« Mok with a crom If addhioma) infirmation i given on an atachad shest

Form DSMZ-BP/!-Asimal ed Human Cell Cultura (ficst page) 06/2003
: FOR PATENT FURPOSES ONLY!
= net fur sxfs or publle deposit -
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I CONDITIONS FOR LONG TERM STORAGE . . ¢
Compasiton of medivn: 9PAFCS and 100 DMSO —es
Other reconznendasions: — ———
IV. ENOWN CONTAMINATION AND PATHOGHNICITY - L)
Mycophsne: . Ya () No (0 Unkaown { )
Viruses: Horpes Yo () No () Uskmows (%)
Hepatitis B Ya () No () Uzkmowa (%)
Hepatitla C . Ya () M () Unknown (%)
HY Yu () Mo () Unlaown (%)
Orhor connunbeazmy: Ya () No .() Unimown ()
1t yes, please specity; . _—. =
Is the qunrial pathogenie to myn or snlmaly: Ya () No (® Usnimovn ( )
1f yes, pleass apecify: pathogenic ( ) allcrgenle ()
wdge () nmorigerde { )
THE CHLL LINE HAS TO BE HANDLED UNDER THE FOLLOWING LABORATORY CONTAINMENT
LEVEL":
L® ) L2()

4 Mark with & crou if addirional Informstian f given on m smched sheat.

¢ The DSMZ only secepes for deposi organismy which halong to =ik proup 1 or 2, scconting m 'Slchare Blowsckasiogls: Binmyfuny ven

biciogisthen Ag=xrlen: Viren' (B 004) of the "Bernftgenostanschaft dar chemischan Endusris’ and can be handled under the lsbaramry

commimman lovel L1 or L2 sceording t "Cresstz xur Regakmg der Cemsechpik® (BOBL, L, pp. 2067-2083 of 21.12.199%), Iast changed ou
16.08.2002 (BGBL T, pp. 3220-3244) mad sccanding to BEC Directive 2000/S4/EC o the Protection of Workars from Risks Relead i

Exposurs to Biological Agents at Work (OF No. 1282, pp. 21-45 of 18.09.2000).

Form DSMZ-BP/1-Animal md Human Cal} Calmre (scond page) 0672003

* =
’ ; " - . '_I
Ly T
H LY P [t > [
L -
t -
.
. - - .
,
. - . ‘ ¢
.! . | [} "'_.-
[ }“ .



-~

-

¥. IF THE CELL CULTURE IS GENETICALLY MANIPULATED Y
* Camplete angwers 1 be glven

1. DATA CONCERNING THE HOST ORGANISM

designarion: manse . h —_—
tiek grevg: - kgl () kg2
sengitivitley: e v & ar e e e ea e e e
mpeelal propexties:
2. DATA CONCERNING THE DONOR ORGANIEM ,
ingard gropp: ' ()b yr. 1 (Jmep2 - (g3
description of he closad DNA frapmant: 2 human chromosome CF h Toci
e e 2 Iumen chromopome Sapments (RCEY) smcoduag mman 1561
sao of o cloned DNA Oab9): 15 M of Chr, 14 with IgH Joci, 5-20 Mb of Chr2 with Igk loci
camplels gennmey { )eDNA
gw { } aynthatic
_)nhul:
potentia] rigk of the DNA: ) pathogesie ( ) mmorigeie
") gl () allergante

fx) 0o potexlal risk
3. DATA CONCERNING THE VECTOR

desigmdon;  human chromosome fragment (hWCFs) tagged with pSTnoeoB | _ .
decivaivcof  human chromosome N

P Y T P Y o — -

musistances: G418

phaaldiviny sizs in bp: withors lomert 00t applicablt  with tneet S-20Mb

pomoers:  Human IgG promoters vt o e e s+ = e+ e

addfiticns) reading frmes: 17 human Vieppa, 5 Jkeppa and Ciopps gene segments; catire _._h_i_ngmhuvgehlulm

own Infactiodty: Hy- () oo [
mhth:phnil )

own mmefer sysem: Clya . oo

mummm Yym {0

4. DATA CONCERNING THE GENETICALLY MANIPULATED ORGANIEM'
spechal propertes: mw.af_mwmﬂm@<?-3w e et e
(.. prodocdon of ... use a8 .vestorese) _ .

forelpn DNA: @qﬂmﬂl ()mwﬂ
potextial rizk: ( ) pathogeals (

() m poreatial ik ( ) mxigenic (llﬂﬂ'lﬂi

clanifization aeeording to please indieate WhY: . ot e e e

Garman leglsigtion ( ) 81 ()82 eor KUlghlatioa  {)cmsl {)cnss2
Accovding to the regrlafions of the GenTG6 ths DSEMZ can acly accept gensticnlly manlpulated, potentinlly prihogenie organiems for
mm-myummmw&mmhhuwmwmmh

¢ Matk with u crom if addidosal information is given on &z atached sheet.
1 The DSMZ only acceps for deposit organiias which belong w risk group 1 ar 2, according w *Sichers Nlotechnologis: Emsndung von
biologlschen Agenrien: Virea' (B 004) of the Berufsgenaeserachrft dor chamischen Induyrris' and ean be handlad under the
comminmen level 81 o 52 according © "Cleger mur Rageinng der Genmehnfic* (BGHL I, pp. 20672083 of 21.12.199%) or Class 1 ar2 *.
¢ GerTG = Gesex mmr Regelung der Geatechulk (German bsw for. the reguladiag of gencde sngineering)

* acearding to REC Dirucdve 2000/34/EC an tha Prowecticn of Wotloers from Riska Relared w Bxposaro to Biclogical Aganas sz Work (O No.

L343, pp. 2145 of 18.05,2000)
Form DSMZ-BP/1-Animal and Humsn Cefl Cultare (third page) 06/2003



V1, SCIENTIFIC DESCRIPTION’ C ¢y
' i
hu-Map<P-Selectin>1.C1004-017. . .. . _. . . '
VIL ADDITIONAL DATA! - : _ : : 0

Toenizuka et al. (1997) Naure Geaet. 16, 133143

—— - — — — L

VIIL FATE OF THE CULTURE AFTER THE FRESCRIBED DURATION OF STORAGE"

%) The calawre s 10 be tranyferred in the pablicly svaflabis collection 6f the DSMZ {)yer (}no
b} The cahmre Is 1o be handed back 1 the deposiior against a fee () (Jme
5) The catmre s D be destroyed by the DSMZ (Rya ()
- &
IX. DEFOSITOR"
Name:  Roche Disgnostics GmbH ., Sgoeure n : .
Sandhofer Stresse 116 o ¥ ARK
P 68305 Maznheim P Lv. |
o - Dr. Schreiner E.-H Betke
Addrem:  for correspondence _ _M:&%.M“_“LM._......_. - e
Roche Dingnostics GeubH __
Negneowald2 PR
B237TPaaberg ..
Mone; 08856603450 L .
Fax: 08B56-60-3451 —
gMaty arl-hemz botke@rochs.com —
Further depostiors: F. Hoffmann-La Rocke AG Hoffmann-La Rochs Ine. f
124 Grenzacherstrasse 340 Kingsland Street .
CH-4070 Basel Nutey, NT 07110-1199
Swiizeriand . Usa

! Mark with & cross if addidofal Informarion Y givea on mm attached shest,

1 It is srongly recommended 1o ndicais the adenific description and/or proposed mxoaoric designation (ses L) of tha microorganism.

¢ 1 desired name nod widrem of the invensoe(s) might be recorded hare,

# Mark with & cross §f sdditlonal Information {echer than the information refered w In footnoie 5 1s given on o suached shest, sch 4 the sxTes
of the microorganism, the oeme{s) mnd the nddress{ns) of mxry otber depositary Insrinsion(s) with which the microorganiam as been deposited, or
the criterion used when drafting the proposed mxanamle degigmation (The mpplying of such informatian in optiomal).

¥ The calure is to be mored for s perjod of ar least five yeary after the mowt recent request for the furnithing of s sunple of the deporited
orgaciem xd, in sny case, far az least 30 years aher the date of dopoxiz (Ruls 9,1), The above regulation 1s valid dll there will be binding

1 This Deposition Form ls the commer begween the depositary and the depesitar, Therefore ie muyt be tigned by the depasizor, In case of & legal
entity the fignenures of (wo represeamtives, officlally nombnued by this esity, are required. Whare the signatnes i required an bebalf of a jegal
entity, the typesricten neme(s) of tha namral perstnls) sipniog on behalf of the legnl ety should accompuny the ignanre(s). Unlegs otherwis
agreed, the wadersigasd e the cormsponder of the DEMZ, '

Form DSMZ-BP/1-Animal and Homan Cell Culture (fourth and last page} 06/2003



TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA LOS
PROPOSITOS DEL PROCESO DE PATENTE

FORMA INTERNACIONAL

Roche Diagnostice GmbH

Sandhofer Str. 116, 68305 Mannheim
F. Hoffmann-La Roche AG,

124, Grenzacherstr., CH-4070 Basel
Hoffmann-La Rochs inc.

340 Kingsland Street

Nutiey NJO7110-1189 USA

RECIBO EN EL CASO DE UN DEPOSITO ORIGINAL

Publicado de acuerdo con la Ragla 7.1 por la

AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

identificada al final de esta pagina

I. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Raferencia de identificacién dada por el
DEPOSITANTE : -
hu-Mab<P-Salaktin>LC 1004-001

Nimero de accesidn dado por la AUTORIDAD
DEPOSITARIA INTERNACIONAL :
DSM ACC2640

Il DESCRIPCION CIENTIFICA Y / O DESIGNACION TAXONGMICA PROPUESTA

( ) una descripcidn clentifica

{Marque con una X sl aplica)

EL microorganismo identificado en la casfila |, estaba acompafiado por:

{ ) una designaclion taxonémica propuesta

il RECIBO Y ACEPTACION

cual fue recibido por ésta en 2004-03-30
(Fecha del depdsito original)’

Esta Autoridad Depositaria Intamacional acepta el microorganismo Identificado en la casilla |, ol

IV. RECIBO DE SOLICITUD DE CONVERSION

intemacional en

recibida por ésta en

E) microorganismo identificado en Ia casliia | fue recibido por esta Autoridad Depositaria

Y una soficitud para convertir el depdsito original an un depdsito bajo el Tratado de Budapest fue

(fecha de depésito original)

(fecha de! reclbo de |a solicitud de conversion)

V. AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON
MIKROORGANISMEN UND
ZELLKULTUREN GmbH

Direcclén : Mascheroder Weg 1b
D-38124 Braunschwelg

Firma(s) de la{s) persona(s) competente({a) para
representar a la Autoridad Depositaria
internacional o de oficiai(es) autorizado(s)
Fima llegible

Fecha: 2004-04-07

' Donde apliqus Ia Regla 8.4 (d), esta fecha es la fecha en la cual el estetus de autoridad

deposltaria internaclonal fue adquirido.
Forma DSMZ-BP/4 (pégina tinica) 12/2001
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA LOS
PROPOSITOS DEL PROCESO DE PATENTE

FORMA INTERNACIONAL

Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Str. 1168, 68305 Mannheim
F. Hoffmann-La Roche AG,

124, Grenzacherstr.,, CH-4070 Basel
Hoffmann-La Roche Inc.

340 Kingsland Street

Nutiey NJ 07110-1188 USA

69\

RECIBO EN EL CASO DE UN DEPOSITO ORIGINAL

Publicado de acuerdo con la Regla 7.1 porla

AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

Identificada sl final de esta péagina

| IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencla de identificacién dada por el NUmero de accesién dado por la AUTORIDAD
DEPOSITANTE : DEPOSITARIA INTERNACIONAL :
hu-Mab<P-Selektin>L.C 1004-002 DSM ACC2641

il. DESCRIPCION CIENTIFICA Y / O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

{( ) una descripcidn clentifica

(Marque con una X sl eplica)

"E1 microorganisma identificada en la casilia |, eetaba acompafiedo par:

( ) una designacién taxondmica propuesta

lll. RECIBO Y ACEPTACION

Esta Autoridad Depositaria intemnacional acepla ef
cual fue recibido por ésta an 2004-03-30
(Fecha de! depésito original)’

microorganismo identificado en la casllla |, &l

IV. RECIBO DE SOLICITUD DE CONVERSION

Internacional en

reciblda por ésta en

El microorganismo identificado en la casilla | fus recibido por esta Autoridad Depositaria

Y una solicitud para convertir &l depdsito original en un depésito bajo el Tratedo de Budapest fus

(fecha de depéalto original)

(feche def recibo de la solicitud de conversldn)

V. AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

Nombre: DSM2-DEUTSCHE SAMMLUNG VON
MIKROORGANISMEN UND
ZELLKULTUREN GmbH

Direccién : Mascheroder Weg 1b
D-38124 Braunschwelg

Firma(s) de la(s) persona(s) compelents(s) para
representar a la Autorided Deposltaria
Internacional o de oficial{es) autorizado(s)
Firma liegibie

Fecha: 2004-04-07

' Donde aplique !a Regla 8.4 (d), esta fecha as la fecha en la cual el estatus de autoridad

depositaria Intamaclonal fue adquirido.
Forma DSMZ-BP/4 (pagina tnica) 12/2001



TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA LOS
PROPOSITOS DEL PROCESO DE PATENTE

FORMA INTERNACIONAL

Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Str. 116, 68305 Mannheim
F. Hoffmann-La Roche AG,

124, Grenzacherstr., CH-4070 Basel
Hoffmann-La Roche Inc.

340 Kingsland Street

Nutley NJ 07110-1189 USA

RECIBO EN EL CASO DE UN DEPOSITO ORIGINAL

Publicado de acuerdo con la Regla 7.1 por la

AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

Identificada al final de esta pagina

1. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia de identificacion dada por el
DEPQOSITANTE :
hu-Mab<P-Selektin>L.C 1004-017

Il. DESCRIPCION CIENTIFICA Y / O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

Nimero de accesidn dado por ia AUTORIDAD
DEPOSITARIA INTERNACIONAL :
DSM ACC2842

( ) una descripcién dlentffica

(Marque con una X sl aplica)

El microorganismo ientificado en la casliia |, estaba acompafiado por:

( ) una designacién taxondmica propuesta

iil. RECIBO Y ACEPTACION

cual fue recibido por ésta en 2004-03-30
(Fecha del deposito original)’

Este Autoridad Deposharia Intemacional acepta el microorgenismo Identificado en ia casliia |, el

IV. RECIBO DE SOLICITUD DE CONVERSION

Intarnacional an

recibida por ésta an

'El microorganismo |dentificado en la casilia | fue recibido por esta Autoridad Depositaria

Y una solicitud para convertir el depésito original en un depésiio bajo el Tratado de Budapest fue

(fecha de depéslto original)

(fecha del raclbo de Ia solicltud de conversidn)

V. AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

Nombre: DSM2-DEUTSCHE SAMMLUNG VON
MIKROORGANISMEN UND
ZELLKULTUREN GmbH

Direccitn : Mascheroder Weg 1b
D-38124 Braunschweig

Firma(g) de ia(s) persona(s) competents(s) para
represantar a la Autorided Deposttaria
intemacional o de oficial(es) autorizado(s)

Firma llegible

Fecha: 2004-04-07

' Donde aplique ia Regla 6.4 (d), esta facha es la fecha en la cual el eststus de autoridad

depositaria interacional fue adquirido.
Forma DSMZ-BP/4 (pagina Gnica) 12/2001
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BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL '
RECOGNITIGN OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS E EM]Z I
FOR THE FURPOSES OF PATENT PROCEDURE _ S :

tmﬂ;.im
Zallamien OmbH 9
INTERNATIONAL FORM
Roche Dingngsﬁel GmbH
Sandhofer Str, 116, 68305 Mannheim .

" F. Hoffmann-La Rochs AG, ABCEIPT N THE CAXE QF AN ORIINAL DEPOSIT .
124, Grenzacherstr., CH-4070 Basel m&:ﬁm‘ Bt Y AUTHORITY i
Hoffmann-La Roche Ine.

340 Kingsland Street
Nutley NJ 071 lq-l 199, USA
L IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM .
i
. 1
Identfication raference given by the DEPOSITOR: Acteasion mumbar the
" hu-Msb<P-Sclektin>LC 1004-001 mmm»\f'n':—r%rnv AUTHORITY:
DSM ACC2640

L mcmmmmmmrmmhmmm

'l'huﬂmminnldmlﬂdund.hhnwnﬁuwhdbﬁ

( ) uschntific decription
{ ) apoposd xonomic designation
(Maxk with & cross where spplicabis).

[ RECHIFT AND ACCEFTANCE

mnmdmwamummmmndwn above, which was reacived by It on 2004-03-30
(Date of the original , .

V. RECHIFY OF REQUERT FOR CONVERSION

mwnmumrm":ﬁuwuwwmwm (dute of origiml deposif)
#.wwmmﬁﬁdmhm-@haﬁhmﬁmﬂwmmwnn (dste of recelpt of request

V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Nase:  DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON : Signamre(s) of person(s) having the power 1o represent tha
e MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH ' mmﬁwmﬂuudnhw=

Address: Maschoroder Weg 1b
D-30124 Bnunanu;

A\
|

Date: 2004-04-07

' Where Rule 6.4 (&) applics, mch dxz i the éate on which the starus of otzrmational depositary authority was asquired.
Form DSMZ-HPA (scle pags) 1272001
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BUDAFPRST TREATY ON THE INTERNATIONAL
RECOCUNITION OF THE DHPOSIT OF MICROORCANISM
FOR THE FURPOSES OF PATENT PROCEDURE 3 @sz

Garemiung von
Hmmw g
INTERNATIONAL FORM

Roche Diagnostics GmbH .

Sandhofer Str. 116, 68305 Mannheim

F. Hoffmann-La Roche AG, W&h’g?ﬂ: :nmr.nmm'
124, Gmmﬂh'., CH-4070 Basel identifiod at the bottom of this page
Hoffmann-La Roche Inc.
340 Kingaland Street
Nutley NJ07110-1199, USA

L IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

Identification reference given by the DEPOSITOR: B | Assemion sucher given by the

hu-Mab<P-Selektin>LC 1004-002 INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY:
DSM ACC2641

1L SCIENTIFIC DESCRIPTION ANLYOR PROPOSED TAXONOMIC DESKINATION

The micyoorpenizn identified under L above was socompanied by:

( )} ssclentific description
{ ) uproposad taxenomic designation

{Mark with & croas where applicable).

IIL RECEIPT AND ACCEPTANCE

g, . . L L . , .
&w& ﬁ@uwmmmu above, which was retaived by it en 2004-03-30

Iv. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION

The microorganism identified under I above was recetved by this International Depositary Authaxity oo {dato of exiginal depoxit)
:dlwul,nmhuhhddwitblwtwmamhwnmdvdwhn (dxtn of recsipt of request
converslon),

V. INTERNATIONAL DEFOSITARY AUTHORITY

DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON ofpu'luu(z {he power to represcnt the
MIKRCORQANISMEN UND 2BLLKULTUREN OrokH )uﬂny of sutharixed oficlely):

" pane n;:amd. | V.- wc-’_ é

Due: 2004-04-07

! Whero Rule 6.4 {d) applies, mch dato ls the date on which the status of internations] depeaioery nuthority was saguired.
Form DSMZ-BP/ (sole page) 12/2001
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BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANIEMS
FOR THE PURPOSES OF PATENT FPROCEDURE

INTERNATIONAL FORM

Roche Disgnostics GmbH

Sandhofer Str. 116, 68305 Mannheim
F. Hoffmann-La Roche AG,

124, Grenzacherstr., CH-4070 Basel
Hoffmann-La Roche Inc.

340 Kingaland Street

Nutley NJ 07110-1199, USA

RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT

issoed to Rule 7.1 by the
m’mﬂ’i“gﬁu ARY AUTHORITY
{dentifiad a1 the battom of this pags -

L IDENTIFICATION OF THE MICROORCOANISM

Identification refrence given by the DEPOSITOR:
hu-Mab<P-Selektin>LC 1004-017

Arceasion nnmi:flvn the
INTERNATION ARY AUTHORITY:

DSM ACC2642

I SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR FROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION

The microorgenism [deatifisd under L above wat atcompaniad by:

{( ) woclentific description
( ) aproposad mxpnomic designation

{(Mark with & sross whers applicahle),

1L RECEIFT AND ACCEPTANCE

This International
{Duts of the original

%MWMMMWMLM-HWMMWHN 2004-03-30
eponty’. .

IV. RECETPT OF REQUEST FOR CONVERSION

The mieroorganism identified under Iabove waa received by this Intenaticaia] Deposiary Anthordty oo
;ﬂlmbmmmutmlmnmhmmwwlﬁMbyhm

(dase of eriglnal deposit)
{datz of raseipt of roquest

V. INTEANATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Name:  DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON
MIXROORGANIEMEN UND ZELLKULTUREN GuabH
Addrss:  Muscharodsr Wog 1b
D-38124 weig

of person(s) having the ripresent the
MMMWHMM*

. We o

Date: 2004-04-07

! Where Ruls §.4 {d) spplics, such date Is the date on which the stains of intermational depositary suthority was acquired,

Form DSMZ-BP/4 (sols pags) 1272001
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT

REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(Capitulo IT del Tratado de Cooperacién de Patentes)

(PCT Articulo 36 y Regla 70)
Registro de referencia del
solicitante o te
. 2735 agen PARA FUTURAS ACCIONES Ver Forma PCT/IFEA/416
Solicitud internacional No. Fecha de registro internacional Fecha de
(dia/mes/aito) (din/mes/afio)
PCT/EP2005/ 003581 05.04.2005 13.04.2004

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o clasificacién nacional e IPC
C07K16/28, CO7K16/46, A61K39/395

Solicitante
F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

1.

Este reporte es el reporte de examen preliminar internacional, establecido por esta Autoridad
Bxaminadora Preliminar Internacional bajo el Articulo 35 y trasmitido al solicitante de conformidad
con el Articulo 36.

Este REPORTE consta de un total de 17 hojas, incluyendo esta cardtula.
Este reporte también es acompafiado por r ANEXOS, que comprenden:

a. [l (erviado al solicitante y a la Oficing Internacional) un total de _ hojas, como sigue

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

O hojas que reemplazan hojas anteriores, perc 1as cuales esta Autoridad considera que contlenen
una mudificacién que va mis allt de la revelacldn en la solicitud internaclonal como se
presentd, como se indico en el (tem 4 de la Cagllla No. I y Ia Cagilla Suplementaria.

b. [ (enviado tinicamente a la Oficina Internacional) un total de (indicar tipo y ndmero de medio(s)
electrénico(s)) __ , que contienen un listado de secuencias y/o tablas con ello, Gnicamente en una
forma legible en computador, como se indicd en la Casflla Suplementaria Relaclonada con el
Listado de Secuencias (ver Seccidn 802 de las Instrucciones Administrativas).

4. Este reporte contiene indicaciones relacionadas con los sigulentes ftems:
B CasillaNo.l Bases del reporte
[] CaslllaNo. II Prioridad
[d CeslllaNo.lll No estmblecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y
aplicabilidad industrial
[] CasillaNo.IV  Falta de unidad de invencion
X CasilllaNo.V  Afirmadén razonade de conformidad con el Articulo 35(2) con respecio a
novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial; citaclones y explicaciones que
sustentan dicha afirmacién
[] CasillaNo.VI  Ciertos documentos cltados
[] CasiflaNo.VII Ciertos defectos en la solicitud internacional
[0 CasillaNo. VI  Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional
Fecha de presentacién de la demanda Fecha de terminacién de este reporte
16.09.2005 14.03.2006
Nombrey direccién de correo de In sutoridad Funcionario autorizado
internacional de eamen preliminar
Oficina de Patentes Europea Perez, C
D-80298 Munich
Tel. ﬁggg-&g:mmud
Fex Teléfono No. +49 892399 -

Forma PCT/IPEA/409 (partada) (Enero 2004)
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REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Solicitud Internacional No.
PATENTABILIDAD PCT/EP2005/003581

Casilla No.1 Bases del reporte

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

D Este reporte se basé en una traduccién del idioma original al siguiente idioma, el cual es el
idioma de una traduccién suminisirada para los propdsitos de:

[[] visqueda internacional (segiin I Regla 12.3. y 23.1 (b))
[C] publicacién de la solicitud internacional (segtn la Regla 12.4)
] examen preliminar internacional (segtin Ias Reglas 5.2 y/o 55.3)

2  Respecto a los elementos de Ia solicitud internacional este Reporte se basé en (hojas reemplazadas que has
sido suministradas a la oficina receptora en respuesta a una invitacién segin Artfculo 14, son referidas en
este reporte como “originalmente presentadas” y no son anexadas a este reporte):

Descripcitn, Piginas
1-64 como se presentaron originalmente
Parte del listado de secuencias de la descripcién, Péginas

130 como se presentaron originalmente

Reivindicaciones, No.

1-23 como se presentaron originalmente
Dibujos, Hojas
1/66/6 como se presentaron originalmente

E listado de secuencia y/o alguna tabla(s)-ver Casilla Suplementaria en relacién al Listado de Secuencia

3. [JLas modificaciones resultaron en la cancelacién de:

[] in descripcién, paginas

] 1as reivindicaciones, Nos.

[] los dibujos, hojas/Aguras

[0 ustado de secuencla (especificar)

O cualquier tabla(s) relaclonadas con 1a serle de listados (especificar)

4. [ Este reporte ha sido establecido como &l (alguno de) los anexos 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 In Casilla Suplementaria (Regla 70.2(c)).

[0 1a descripcin, pginas
[] lasreivindicaciones, Nos.

[] las dibujos, hojas/figuras
[] secuencia que enumera (especificar):
[0 alguna tabla(s) relatada at listado de secuencia (especificar):
* Siel [tem 4 aplica, algunas o todas aquellas hojas pueden ser marcadas “reemplazadas”.

Forma PCT/IPEA/4D9 (Enero 2004)

5



&

REPORTE FRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Solicitud Internacional No.
PATENTABILIDAD PCT/EP2005/ 003581

Casllla No. III No eatablecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

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

D toda la solicitud internacional
E las reivindicaciones Nos. 23 totalmente, 4 parciaimente, 12-13, 19-20 en relacién a IA

porques

dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 12-13 y 19-20 en relacién a IA se relacionan
con la siguiente materia objeto las cuales no requieren examen preliminar internacional (especificar):

ver hoja separada

D la descripcion, reivindicaciones o dibujos (indique elementos particulares a continuacidn) o dichas
reivindicaclones Nos.  son tan imprecisas que no pudo formarse una opinion significativa.(especifique):

@

D las reivindicaciones o dichas reivindicaciones Nos.  estdn sustentadas tan inadecuadamente por la
descripcién que no pudo formarse una opinién significative.

no se ha establecido un reporte de brisqueda internacional para dichas reivindicaciones Nos. 23
totalmente y 4 parcialmente

D ¢l listado de secuencia de nucledtidos y/o aminodcidos no cumple con la norma proporcionada por el
Anexo C de las Instrucclones Administrativas en que:

la forma escrita [] no ha sido suministrada

D no cumple con la norma

Ia forma legible en computador D no ha sido suministrada

@ D no cumple con 1a norma
D las tablas relacionadas con el listado de secuencias de nucleétidos y/o aminodcidos, si dnicamente en

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

ver hoja separada para detalles adicionales.

Forma PCT/IPEA/409 (Enro 2004)
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REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Solicitud Internacional No.
PATENTABILIDAD PCT/EF2005/003581

Casilla No. V Afirmaci6n razonada bajo el Artfculo 35(2) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabllidad
industrial; citaclones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Afirmacién
Novedad (N) Si: Reivindicaciones 1-16
No: Reivindicaciones 17-22
Nivel Inventivo (IS) Si: Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-22
Aplicabilidad Industrial (IA) Si: Relvindicaciones 1-11, 14-18, 21-22

No: Reivindicaclones

2. Citaclones y explicaciones (Regla 70.7):

ver hoja separada

Forma PCT/IPEA/409 (Enero 2004)
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REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Solicitud Internacional No.
PATENTABILIDAD PCT/EP2005/003581

Casilla Suplementaria relacionada con listado de secuencla

Continuacién de la Casilla I, item 2:

1. Respecto a cualquier nucleftido y/o secuencla aminoécida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invencifn reivindicada, esta opini6n se ha establecido segiin:

a. tipo de material:

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

b. formato de material:

X en formato escrito
{4 en formato legible por computador

¢. iempo de presentacién/suministro:

B contenido en la solicitud internacional segiin se registré )
regiatrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador

[} proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la biisqueda y/o examen.
L] recibo por esta Autoridad como una orreccién sobre

2. [[] Ademds, en el caso en que mds de una versién o copia de un Hstado de secuencia y/o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es Idéntica a aquella en la solicitud segin se presentd o no va mds alld
de la solicitud segdn se registré, segtn lo apropiado, fueron suministradas.

3, Comentarios adicionales:

Forma PCT/IPEA/409 (Enero 2004)
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REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Solicitud Internacional No. g\
PATENTABILIDAD (HOJA SEPARADA) PCT/EP2005/003581

1. Observaciones adicionales al item III (no opinién)

11  Laactual retvindicacién 4 se refiere a un anticuerpo anti P-selectina caracterizado con base en los
siguientes pardmetros: (1) estructuralmente, es un anticuerpo humano o humanizado, y (@
funcionalmente, debe unirse por lo menos 1000 veces méds especificamente a P-selectina que a E- o L-
selectina bajo 1as condiciones experimentales establecidas en la reivindicacién 4. En primer lugar, esta
propiedad no estd claramente identificada, puesto que es imposible comparar el pardmetro que ha el
Solicitante decidido emplear (unirse a P-selectina en dichas condiciones experimentales especificas) con
lo que estd establecido en el arte previo. Ademds, la reivindicacién cubre todos los productos que tengan
esta propiedad, mientras que la solicitud provee el soporte para y/o revels, a la luz de los Articulos 6 y 5
del PCT respectivamente, solo un nimero bastante limitado de tales productos: El Solicitante
proporciona solo unos pocos anticuerpos que, con suerte, caen dentro del alcance de dicha reivindicacién
(los mutantes fueron producidos para suprimir la capacidad de enlace a Clqg). En este caso, es tal Ia
magnitud en la que las reivindicaciones carecen de sustento y la solicitud carece de revelacién, que no es
posible realizar una btisqueda significativa sobre todo el alcance reivindicado. Independientemente del
razonamiento anterior, la reivindicacién también carece de claridad (Articulo 6 del PCT).

Se hace un intento de definir el producto en referencia al resultado a ser alcanzado. Nuevamente, esta
falta de claridad es tal, que no es posible entregar una btisqueda significativa sobre todo el alcance
reivindicado.

En consecuencia, tanto el examen como la biisqueda, son llevados a cabo para aquellas partes de las
reivindicaciones que aparentemente son claras, tienen sustento y estin reveladas, a saber, los anticuerpos
especificos revelados en la Tabla 1 en la pagina 49 que han exhibido selectividad a P-selectina versus E-y
L-selectina, i.e. HuMab 002 y sus mutantes IgGlvl, IgGlv2 e IgG4vl (datos en las pAginas 54-56 del
ejemplo).

1.2 Regla 29 (6) y Articulo 84 de la EPC

No se establece opinién respecto a la materia objeto de la reivindicacién 23, ya que la materia objeto
reclamada es tan poco clara que no es posible realizar una interpretacién significativa con respecto a la
novedad y el nivel inventivo (Articulo 34(4)(a)(ii) del PCT). Para cumplir con los requisitos del Artfculo 6
del PCT, la reivindicacién debe definir claramente por 8{ misma la invencién para la cual se busca
proteccién (norma [I-5.04 del PCT). Adicionalmente, respecto a las caracterfsticas técnicas de la
invencién, una reivindicacién no debe hacer referencia a la descripcion (Regla 6.2 (a} del PCT y norma II-
5.10 del PCT).

Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 1) {EPO-Enero 2004)



REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Solicitud Internacional No. /
PATENTABILIDAD (HOJA SEPARADA) PCT/EP2005/ 003581

13 Las reivindicaciones 12-13 y 19-20 abarcan dentro de su alcance, métodos terapéuticos para
organismos humanos y animales, que esta Autoridad considera que se encuentran cubiertos por las
disposiciones de la Regla 67.1 (iv) del PCT. En consecuencia, no se formulard opinién alguna con
respecto a la aplicabilidad industrial de la materia objeto de las reivindicaciones en mencién (Articulo
34(4)(a)(i) del PCT).

2. Observaciones adicionales al item V (declaracién razonada bajo la Regla 66.2(a)(ii) con respecto a
novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial)

2.1 La presente solicitud

La presente solicitud se refiere a anticuerpos anti P-selectina que contienen una parte Fc derivada de
origen humano y que no se enlaza al factor-ecomplemento Clq. De manera particular, dichos anticuerpos
son de la subclase IgG1 humana que contlenen por lo menos una mutacién en 1234, 1.235, D270, N297,
E318, K320, K322, P331 y/o P329, o bien, son de la subclase IgG2 humana con las mutaciones S228P y
L235E. También se revelan los anticuerpos humanos anti P-selectina producidos por las lfneas celulares
de hibridoma caracterizadas por el nimero de accesién de depésito DSM ACC2640 (FHuMab 001),
ACC2641 (HuMab 002) y ACC2642 (HuMab 017). Tanto HuMab 002 como sus mutantes IgG1v1, IgGlv2
e IgG4v1 han mostrado selectividad a P-selectina versus E- y L-selectinas, También se reivindica el uso
de dichos anticuerpos para el tratamiento, en especial, de desérdenes inflamatorios y trombéticos.

2.2 Documentos del arte previo

El presente comunicado hace referencia a los documentos citados en el Reporte Internacional de
Biisqueda (RIB) en el orden en que fueron citados (por ejemplo, D1 es el primer documento citado en el
RIB). Esta numeracién ser mantenida a lo largo del proceso.

Estos documentos revelan, entre otros, los siguientes datos:

)] D1 revela anticuerpos a P-selectina y su uso para el tratamiento de destrdenes inflamatorios.
De manera particular, proporciona anticuerpos humanizados qugson isotipos de IgG1 (Mab
PB3.1 Hala) o de IgG4 (Mab PB1.3 HbLd) y los cuales se unen tanto a P-selectina como al
anticuerpo PB1.3 murino. Adicionalmente revela composiciones farmacéuticas que contienen
dichos enticuerpos (reivindicaciones 44-45), un método para una mayor produccién de
anticuerpos en células CHO (gjemplo 13, p.72). y el uso de dichos anticuerpos en terapia,
especialmente para el tratamiento de condiciones inflamatorias o trombo6ticas incluyendo
lesién de isquemia (p. 34, 1. 11- p.35, L3).

Forma FCT/Hoja separada/409 (Hoja 2) (EPO-Enero 2004)



REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Solicitud Internacional No.
PATENTABILIDAD (HOJA SEPARADA) PCT/EP2005/003581

b\

(i)

(i)

(iv)

En la introduccién, D2 reporta que entre las cuatro subclases de IgG humanas, la IgG4 es el
{inico isotipo, que no es capaz de unirse al complemento y activarlo. Ademds, dicho estudio
ensefia que el mutante de IJgG4 con mutacién Pro 331 sufre una lisis celular mediada por el
complemento en niveles similares a los observados con IgGl.

D3 hace referencia al mapeo del sitio de enlace a Clq sobre un anticuerpo quimérico con un
Fe IgG1 humano llamado rituxan. Se reporta que las sustituciones con alanina en los residuos
E318, K320 y K322, reducen gignificativamente la habilidad de un Mab quimérico con un Fc
IgGl humano de unirse a Clq y activar el complemento, lo cual no sucede si dichas
sustituciones se hacen en las posiciones E318 y K320 (p. 4182, dltimo pérrafo - p. 4183,
columna derecha, primer pérrafo). Entonces, E318 y K320, que habfan sido previamente
designados como “el sitio de enlace para C1q” ya que eran (1) cruciales para la activacidn del
complemento migG2 y (2) residuos conservados en IgG e IgG de varias especies, son de poca
importancia para la activacién del complemento por higGl. Los autores concluyen que
existen diferencias especie-especifica en los sitios de enlace a Clq de las IgGs.

D4 ensefia que la mutacién K322A asf como la combinacién de las mutaciones de L234A y L
235A, eliminan la capacidad de enlace a Clq de los anticuerpos humanos IgG1 contra HIV1
(resumen)

2.3 Declaraci6n con respecto a novedad y nivel inventivo (Articulos 33{2} y (3) del PCT)

2.3.1 Novedad

La materia objeto de las reivindicaciones 17-22 no cumple con los requisitos de los Articulos 33(2) y (3)
del PCT, dado que dichas reivindicaciones carecen de novedad con respecto a las ensefiazas de D1.

En vista de que es ampliamente conocido por la persona versada en la materia que los anticuerpos
humanos IgG4 no se unen al factor complemento Clq (ver, por ejemplo D2, §2.2 ii), 1a revelaciém en D1
de una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo monoclonal humanizado contra P-
selectina de subclase IgG4 y el uso de dicho anticuerpo en terapia (§2.2 i) destruye Ia novedad para Ias
reivindicaciones 17-22.

2.32 Nivel Inventivo

Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 3) (EPO-Enero 2004)
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La materia objeto de las reivindicaciones 1 = 22 no cumplen con los requisitos del Articulo 33 (3) del PCT
dado que comprenden opciones técnicas que no resuelven el problema técnico de la invencién.

Se considera que D1 constituye el arte previo mas cercano, en vista de que ya ensefiaba el uso de
anticuerpos a P-selectina humanizados para el tratamiento de enfermedades inflamatorias y trombé6ticas.

De esta manera, el problema técnico enfrentado por la presente solicitud, es el de proveer anticuerpos
anti P-selectina humanizados que no eliciten la citotoxicidad dependiente de complemento y la lisis
mediada por complemento, dependiente de anticuerpo (LMCDA).

El Solicitante afirma haber resuelto dicho problema al proveer anticuerpos que no se enlazan al factor
complemento Clq.

Sin embargo, como se estableci en el pérrafo [0027] de la descripcién, existen numerosos estudios en el
arte previo dedicados a la caracterizacién de loa residuos de la parte Fc de IgG humana, que son
responsables del enlace a Clq. Por ejemplo, D3 ensefia que hay diferencias especie-espectficas en el sitio
de enlace a Clq de las Igs: las sustituciones con alanina en los residuos E318, K320 y K322 reducen
significativamente la habilidad de Mab quimérico con un Fc IgG1 humano de enlazarse a Clq y activar el
complemento, lo que no sucede si dichas sustituciones son realizadas en las posiciones E318 y K320,
mientras que las posiciones que son cruciales para el enlace de mIgG2 al complemento Clq son E318 y
K320 (§2.2 iii). En consecuencia, la Autoridad de Basqueda Internacional (ABI) ha encontrado razones
suficientes para creer que la mutacién sclamente en el residuo E318 o K320 no permitirfa suprimir la
capacidad de enlace a Clq de un anticuerpo anti P-selectina que tiene un Fc IgG humano, tal como
reclama la reivindicacién 1. De hecho, los Gnicos ejemploa de anticuerpos humanizados mutados para los
cuales la descripcién proporciona evidencia de la pérdida de la capacidad de enlace a Clq son los
mutantes de HuMab 002 ensefiados en la Tabla 1 de la descripcién: IgGlv2 (mutaciones L234A y L235A),
IgG1vl (mutaciones E233P, L234V, L235A, G236, A327G, A330S, P331S) e IgG4vl (mutaciones S228P y
L235E) (p49)

Adicionalmente, la reivindicacién 3 se encuentra dirigida a proteger los anticuerpos humanos anti P-
selectina HuMab 001, 002 y 017. Sin embargo, los datos en la pagina 61, Tabla 3, muestran claramente que
HuMab 002 se yne
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a Clq, y como tal no resuelve el problema de la invencién. No se proveen datos del enlace a Clq para
HuMab 001 y 017. De manera similar, la reivindicacién 4, cuyo alcance es restringido para el examen a
HuMab 002 y sus mutantes IgG1vl, IgG1v2 e IgG4v1 (§1.1), también abarca el anticuerpo anti P-gelectina,
i.e. HuMab002, lo cual no resuelve el problema anteriormente planteado.

De esta manera, ]a opinién de esta Autoridad establece que algunas, sino la mayorta, de las opciones
técnicas que abarca el alcance de las reivindicaciones en mencién no resuelven el problema técnico
enfrentado por la presente solicitud, en vista de lo cual, los requisitos del Articulo 33(3) del PCT ng son
cumplidos por la totalidad del amplio alcance reclamado.

2.4 Declaracién con respecto a la aplicabilidad industrial (Articulo 33 (4) del PCT)

Para la evaluacién de las actuales reivindicaciones 12 - 15 y 19 - 22 respecto a la aplicabilidad industrial,
no existe criterio unificado en los estados contratantes del PCT. La EPO, por ejemplo, no reconoce como
industrialmente aplicable la materia objeto de reivindicaciones para el uso de un compuesto en
tratamiento médico; sin embargo, puede permitir reivindicaciones para el primer uso en tratamiento
médico de un compuesto conocido, y el uso de dicho compuesto para la fabricacién de un medicamento
para un nuevo tratamiento médico.

Notas adicionales acerca de la clarided de la materia reclamada
A) Reivindicacién 2
La materia objeto de la reivindicacién 2 no es clara a la luz del Articulo 6 del PCT. Una redaccién
tal como “linea celular del hibridoma que tiene un ndmero de accesién de depésito DSM...."
Permitirfa superar esta cbjecidn.

B) Reivindicaciones 15 y 22
La materia objeto de Ias reivindicaciones 15 y 22 se refiere al tratamiento de PAOD y CLI. En vista
de que el Articulo 6 del PCT requiere que una reivindicacitn sea clara, el significado completo de
las enfermedades PAOD y CLI debe adicionarse en dichas reivindicaciones y las abreviaturas
deben ponerse entre paréntesis después del significado completo correspondiente.

Forma PCT/Hoja separada /409 (Hoja 5) (EPO-Enero 2004)



PATENT COOPERATION TREATY

PCT

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

»

(PCT Article 36 and Rule 70)

. .
g’;”""“"zz"' 3°5’:"“" e relerance FOR FURTHER ACTION Sas Foun PCTIPEARTS
Intemationai application No. intemational filing dats {daymonthisar) Priority date (dawinorthiear)
PCT/EP2005003581 05.04.2005 13.04.2004
Intemational Patant Classification (IPC) or national classification and IPC
CO7K18/28, CO7K16/48, AS1K38885 -
Applicant \

F. HOFFMANN-LA ROCHE AG et al.

— — —

——

— —

1. This report is the international preliminary examination report, ‘established by this intemational Preliminary Examining
Authority under Article 35 and transmitted to the applicant according to Article 38.

2. This REPORT conalsta of a total of 10 sheats, Including this cover shaat,
8.  This repor Ia alao accompanied by ANNEXES, comprising:
a. 00 sent to the applicant and to the intemational Bureau) a total of sheets, as follows:

O sheets of the description, claims andbr drawings which have been amendad and are the basis of this raport
andbr sheets contalning rectificationa authorizad by this Authority (see Rula 70.18 and Section 807 of the
Administrative Inetruciions).

] shests which superaede earller sheets, but which this Authority considers contaln an amendment that goes
beyond the discicsure In the Intemational application as filad, as indicatad in Rem 4 of Box No, | and the
Supplemental Box.

b. O (sent io the interational Bureau only) a total of (indicate typs lnd number of electronic carrler(s)) , containing a
sagquence liating andbr tablas related thereto, in computer readable form only, as indicated In the Supplemenhl
Box Retating to Sequence Listing (aee Section 802 of tha Administrative Instructiona).

— ——
— ——

4. This report contains indications relating to the following tema:

& BoxNo.!  Basis of the opinion
O BoxNo.ll  Priority .
2 BoxNo.!l Non-sstabliahment of opinion with regard to novslty, inventive step and industrial applicabity
a 00 BoxNo.IV Lack of unity of invention
- X BoxNo.V  Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, Inventive atep or industrial
applicability; cltations and axplanations &upporting such statement

0 BoxNo.Vl  Cerain documents cited
[ Box Na. VIl  Certain defects In the Intemnational application
O] Box No. Vill Cerialn observations on the International application

Dsts of submission of the demand - Date of camplation of this report

16.08.2005 14.03.2008

Nama and mallin Authonzed Officer

address of tha Intarmnational
preliminary examining atthority:
~  Europsan Patent Office

D-80208 Munich
Tal. +40 80 2380 - 0 T 5236858 epmu d

Feo: ~49 89 2300 - 4465

o (9)

Telephona No. +40 80 2300-

Form PCTAPEA/408 (Cover Shest) (January 2004)

-t

51 A

c7



INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.
ON PATENTABILITY PCTEP20Q5003581

Box No.1 Basis of the report

1. With regard to the language, this report is based on the intemational appllcation In the language in which it was
filed, unlass otherwisa indicated under this tam.

O This report is based on translations from the original language into the following language ,
which s the language of a translation furnlshed for the purposes of:

O International search {under Rules 12.3 and 23.1{b)) .
O publication of the internatlonal application (under Rule 12.4)
O intemational preliminary examination {under Rules 55.2 andbr 55.3)

2, With regard to the elements* of the International application, this report.is based on (rep/acement sheeis which
hava been fumished to the receiving Office in rasponse to an Invitation under Ariicle 14 are referred to In this
repori as “originally filed” and are not annexed to this report):

Description, Pages
1-64 as originaily fled

Ssquence listings part of the deacription, Pages
1-30 . as originally filed

Cialms, Numbers )
1-23 as originally fled

Drawings, Sheets
1/8-88 * as originally flled

¥ asequencs listing andor any related table{s) - ées Supplementsal Box Relating to Sequence Listing

3. 0 The amendments have resulted in the cancellat'it;n of:

O the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs

O the saquence listing (specily):

O any table(s) related to sequence listing (specify):

4, [J This report has baen established as If (some of) the amendments annexed to this report and listed below
had nct baen made, since they have been considered to go beyond the disclosure as flled, as Indicated in the
Supplemental Box (Rule 70.2(c)).

O the deacription, pages

O the claims, Noa.

DO the drawings, shaetsfigs

O the sequenca listing (specify): .

O any table(s) related to sequence listing (specify):

* If item ¢ applies, some or all of these sheets may be marked "supersedsd.®

Form PCTAPEA/400 {January 2004)
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ON PATENTABILITY PCTEP2005003581

Box No. lll Non-establishment of opinlon with regeard to novelty, Inventive stap and Industrial
applicabllity

1. The questions whethsr the claimed mvontlon appears to be novel, to involve an inventive step {to ba non-
obvious), or to be industrially appiicable have not been examlnsd in respect of:

O
&

the antire internationel application,
claims Nos. 23 completaly , 4.partially, 12-13, 18-20 as far as |A ls concemed
bacause: '

the said intemational application, or the said claims Nos, 12-13 and 19-20 as far as |A is concemned relate
to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (spacify):

seo separate shest

the description, claims or drawings (indicate ular efements balow) or said claims Nos. are 8o unclear
that no meaningful opinion could be formed (speciy):

the claims, or sald claims Nos. are so Inadequately supported by the dascription that no meaningful opinion
could be formed.

no internatlonal search report has been established for the sald clalms Noa. 23 complately and 4 partlally

the nucleotide andbr amino acid sequance listing does not comply with the standard provided for in Annax
C of the Administrative Inatructions In that:

the written form O has not been ft.;mished .
O does not comply with the standard
the computer readable form [  has not been fumished
O does not comply with the standard
the tables related to the nucleotide andbr amino ackd sequence listing, if In computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-big of the Administrative Instructions.

See separata sheet for further detalls

. Form PCTAPEA/409 (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT Internationel application No.
ON PATENTABILITY PCT/EP2005003581

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

1. Staternent
Novelty (N) _ Yes: Claims 1-18
. No: Cilaims 17-22
Inventive step (Isj ' Yes: Claims . :
No: Claims = 1-22
industrial appilcability (1A) Yes: Claims 1-11, 14;18. 21-22
' No: Clalms

2. Citations and explanations (Rule 70.7):
see separate sheet '

Form PCTAPEA/40D (January 2004)
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- Suppiemental Box relating to Sequence Listing
contlnuaglon of Box |, item 2: '

1. With regard to any nucleotide andior amino acid sequence disclosed In the Intemational application and
necessary to the claimed invention, this report has bean established on the basis of:

a. type of material:
& asequence listing
O table(s) related to the sequance Ilatln.g
b. format of material:
B in written format
& In computar readable form
c. time of fliingfurnishing:
® contained in the imemational application as filed

Y

filed together with the interational application in computer readable form
0 tfumished subsequently to this Authority for the purposes of search andbr examination
0O recsived by this Authority as an amendment on
2. O In addition, in the case that more than one versian or copy of & saquenca listing andbr table(s) ralating
thereto has been filed or fumished, the required etatements that the Information In the subsequent or
additional copias ia Idantical to that in the application as filed or doss not go beyond the application as flled,
as appropriate, were furnished. .

3. Addlilonal obsarvations, If necessary:
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1. Additional remark to ltem lll {no opinion)

1.2

Present claim 4 relates to an anti P-selectin antibody characterized by reference to
the following parameter: (1) structurally, it is a human or humanized antibody, and (2)
functionally, it should bind at least 1000 fold more specifically to P-selectin than to E-
or L-selectin in the experimental conditions outlined in claim 4. First of all, this
property is not clearly identified, because it is impossible to compare the parameter
the Applicant has chosen to employ (binding to P-selectin in said specific
experimental conditions) with what is set out in the prior art. Moreover the claim
covers all products having this 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: the Applicant has provided only
a few antibodies falling, by chance, under the scope of said claim (the mutants were
produced to suppress C1q binding capacity). In the present case, the clalms so lack
support, and the application so lacks disclosure, that a meaningful search over the
whole of the claimed scope is imposslble..lndependeht 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 examination, like the search, is carried out for those paris of the
claims which appear to be ciear, supported and disclosed, namesly the spacific
antibodies disclosed in Table 1 on page 49 which are shown to have selectivity for
the P-selectin versus E- and L-selectin, l.e. HuMab 002 and Its mutants IgG1v1,
IgG1v2 and IgG4v1 (data on p.54-56 of the example).

Rule 29 (6) and Article 84 EPC

No opinion is established on the subject-matter of clalm 23, because the claimed
subject-matter Is so unclear that no meaningful interpretation with respect to novelty
and inventive step can be made (Article 34(4)(a)(ii) PCT). To meet the requirements
of Article 68 PCT, the claim_itgelf should clearly define the invention for which
protection Is sought (PCT Guidelines 11-5.04). Moreover, a claim must not, In respect
of the technical features of the invention, rely on references to the description (Rule
8.2 (a) PCT and PCT Guidelines lI-5.10).

Form PCT/Separate Shaet/400 (Shast 1) (EPO-January 2004)
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1.3 Claims 12-13 and 19-20 embrace, withiﬁ their scope, therapeutic methods on human

and animal body, which are considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consaquently, no opinion will be formulated with
respect to the industrial applicability of the subject-matter of said claims (Article -
34(4)(a)(i) PCT).

2. Additional remarks to item V'ireasa'ned statement under Rule 68.2(a)’(ll) with
regard to novelty, inventive step or industrial applicabllity)
2.1 Present application .
The present application concems anti P-selectin antibodies containing a Fe part
derived from human origin and which do not bind to compiement factor C1q. In
particular said antibodies are sither of human subclass IgG1 containing at least a
@ mutation in L234, L235, D270, N297, E318, K320, K322, P331 and /or P329, or of
human subclass 1gG2 with the mutations S228P and L235E. Human antl P-selectin
antibodies produced by the hybridoma cail lines characterized by the deposit
accession number DSM ACC2640 (HuMab 001), ACC2641 (HuMab 002) and
ACC2642 (HuMab 017) are also disclosed. HuMab 002 as well as its mutants
IgG1v1, IgG1v2 and IgG4v1 are shown to have a selectivity for P-selectin versus E-

and L- selectins, Also claimed is the use of said antibodies for therapy, In particular of

inflammatory and thrombotic disorders.

2.2 Prior art documents

The present communication refers to the documents cited in the International Search

Report (ISR) in the order of thelr citation (f.e. D1 is the first document cited in the
ISR). The numbering will be adhered to in the rest of the procedure.

@ These documents disclose, among other, the following data:

(i) D1 discloses antibodies to P-gelectin and their use to treat inflammation disorders. In
particular humanized antibodies are provided, which are either of IgG1 (Mab PB3.1
Hala) or IgG4 (Mab PB1.3 HbLd) isotype and which bind P-gelectin as well as
murine PB1.3 antibody. It further discloses pharmaceutical compositions comprising
said antibodies (claims 44-45), a method for increased antibody production in CHO
cells (example 13, p.72), and the use of sald antibodies in therapy, especially for the
treatment of inflammatory and thrombotic conditions including ischemia injury (p.34,

Form PCT/Separate Shasv409 (Shaet 2) (EPC-January 2004)
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.11 - p.85, 1.3),

(if) D2 reports in its introduction that |gG4 is the only isotype, ameng the four human IgG
'subclasses which Iis unable to bind and activate complement. Furthermore sald study
shows that IGG4 mutant with Pro 331 mutation displays a complement-mediated cell
lysis similar to levels observed-with IgG1.

(lii) D3 is directed to the mapping of C1q binding site on a chimeric antibody with a
human IgG1 Fc called rituxan. It reports that alanine substitutions at residues E318,
K320 and K322, but not at positions E318 and K320 significantly reduce the ability of
a chimeric Mab with a human IgG1 Fc to bind C1q and activate complement (p.4182,
last paragraph - p.4183, right column, first paragraph). Thus E318 and K320, which

Q were previously designated "the binding site for C1q" because they wers (1) cruclal

for migG2 complement activation and (2) conserved residues in IgG and IgG of
several specles, are only of minor importance for complement activation by higG1.
The authors conclude that there are species-specific differances In the C1q binding
site of IgGs.

(iv) D4 teaches that K322A mutation as well as the combination of L234A and L235A
mutations, abolish C1q binding capacity of human |gG1 antibodies against HIV1
(abstract).

2.3 Statement with regard to noveity and Inventive step (Articles 33 (2) and (3) PCT)

2.31 Novelty -
The subject-matter of claims 17-22 does not meet the requirements of Articles 33 (2)
and (3) PCT, because said claims lack novelty in view of D1.

Actually since it is weil-known by the person skilled in the art that human igG4
antibodies do not bind complement factor C1q (see, for example D2, § 2.2 ii), the
disclosure in D1 of a pharmaceutical composition comprising an humanized
monocional antibody against P-selectin of IgG4 subclass and the use of said
antibody for therapy (§ 2.2 i) are novelty destroying for claims 17-22.

2.32 Inventiveness

Formn PCT/Sepamts Sheet/400 {Sheet 3) (EPO-January 2004)
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The subject—matt‘e-r of claims 1-22 does not meet the requirements of Article 33 (3)
PCT, because the claims on file embrace technical options which do not solve the
technical problem of the invention. -

D1 is considered to be the closest prior art, bacauss it already teaches the use of
humanized antibodies to P-selectin for tréating inflammatory-and thrombotic
diseases. '

Thus the technical problem faced by the present application is to provide humanized
anti P-selectin antibodies that do not elicit complement dependent cytotoxicity and
antibody dependent complement mediated lysis (ADCML).

@ The Applicant claims to have solve said problem by providing antibodles which do not
bind to C1q complement factor.

However, as stated in paragraph [0027] of the specification, there are numerous prior
art studies dedicated to the characterization of the residues of the Fc part of human
IgG, which are responslble of C1q binding. For example, D3 shows that there are
species-specific differsnces in the C1q binding site of igs: alanine substitutions at
residues E318, K320 and K322, but not at positions E318 and K320 significantly
reduce the ability of a chimeric Mab with a human IgG1 Fc to bind C1q and activate
complement, whereas the positions crucial for migG2 binding to complement C1q are
E318 and K320 (§ 2.2 iii), Consequently the Intamational Searching Authority (ISA)
has well-founded reasons for believing that the mutation at only residue E318 or
K320 would no permit to suppress the C1q binding capacity of an anti P-selectin
antibody having a human IgG1 Fe, as claimed in claim 1. In fact the only examples of
@ mutated humanized antibodies for which the specification provides evidence of the
loss of the C1q binding capacity are the mutants of HuMab 002 shown In Table | of
the specification: IgG1v2 (L234A and L235A mutations), IgG1v1 (E233P, L234V,
L235A, G236, A327G, A330S, P331S mutations) and igG4v1 (S228P and L235E
mut_ations) (p.49).

_ Additionally claim 3 is directed to human anti P-selectin antibodies HuMab 001, 002
and 017. However the data on page 61, Table 3 clearly shows that HuMab002 binds
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to C1q, and, as such does pot soive the problem of the invention. No C1q binding
data is provided for HuMab 001 and 017. Similarly claim 4, whose scope is restricted,
for the examination, to HuMab 002 and its mutants IgG1v1, IgG1v2 and IgG4v1 (§

_1.1), also embraces an anti P-selectin antibody, l.e. HuMab 002, which does not
solve the above problem.

Thus this Authority is of the opi:ion that soms, if not most, of the technical options
embraced by the scope of the claims on file do not solve the technical problem faced
by the present application. Thus the requirements of Article 33 (3) PCT are not met
over the whole of the borad field claimed. . :

2.4 Statement with regard to industrial applicabllity (Article 33 (4) PCT)

@ For the assessment of the present claims 12-15 and 18-22 on the question whether
it is industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The

EPOQ, for example, does not recognize as Industrially applicable the subject-matter of

claims to the use of a compound in medical treatment, but may aillow, however,

claims to a known compound for first use in medical treatment and the use of such a

compound for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

The subject-maitter of claim 2 is not clear in the sense of Article 8 PCT. A wording
such as "hybridoma cell line having the deposit accession number DSM ...." would
permit to overcome this objectidh.
B) Clajms 15 and 22 _
The subject-matter of claims 15 and 22 refer to the treatment of PAOD and CLI.
@ Since Article 6 PCT requires that a claim should be clear, the complete meaning of
PAOD and CLI disease should be added in the wording of said claims and the
abbreviations thereof should be put parentheses, after the corresponding complete
meaning.
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ANTICUERPOS ANTI-P-SELECTINA
RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere a anticuerpos anti-P-selectina vy,
en particular, a anticuerpos anti-P-selectina y variantes de
los mismos que contienen una parte Fc derivada de un origen
humano y no se fijan sobre el factor de complemento Clg.
Estos anticuefpos tienen propiedadee nuevas y susceptibles de
invencifn, que producen un beneficioc a un paciente que sufra
isquemia critica de extremidades o enfermedad oclusiva de
arterias periféricas (CLI/PAOD).
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Esta invenciétn se refiere en general a anticuerxpos
anti-P-selecti‘na y, en particular, a anticuerpos anti-P-
selectina que no' fijan el factor de complemento Clq. Est;o.s
anticuerpos so-n, con preferencia, anticuerpos humanos o

humanizados.

La P-selectina (CD62P, GMP-140, PADGEM, LECAM-3) es una

proteina de 140 kDa que depende del calclo y fija hidratos de.

carbono y que se expresa en las superficies de plaquetas
activadas y en el endotelio en respuesta a la trombina y
otros agonistas (McEver y col., J. Blol. Chem. 270:11025
(1995); Varki, Proc. Natl. Acad. Scil. USA 91:73%0 (1994);
Springer T.A., Annu. Rev. Physiol. 57:827 (1995)). En ‘smbos
tipos de c¢élulas, la P-selectina se almacena en gréanulos
secretorlios, es declr, grédnulos o de plaquetas y cuerpos de
Welbel-Palade de células endoteliales (McEver y col., J.
Clin. Invest. 84:92 (1984)). Es una glucoproteina transmem-
brana de tipo I, que se compone de un dominio lectina con
grupos NH; terminales, seguido de un dominio similar al EGF,
nueve .repeticiones cortas de consenso con homologia con las
proteinas requladoras del complemento, un dominio transmem-
brana y una corta cola cltoplasmica (Johnston y col., Cell
56:1033 (1989)). La estructuri'a de la P-selectina es similar a
la de otros dos representantes del grupo de la selectina, la
E- y la L-selectlina, que se expresan en células endoteliales
activadas por citocina (E-selectina) ¢ se expresan constitu-
tivamente en la mayor parte de grupos de leucocitos (L-selec-

tina).
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Se sabe que todas las selectinas se fijan con poca
afinidad sobre los oligosacdridos pequefios sialllados, fuco-
silados, por ejemplo el sialil-Lewis x (sLe*; Foxall y col.,
J. Cell. Biol. 117:895 (1992); Varkl, Curr. Opin. Cell. Eiol.
257:257 (1992)). La P- y la L-selectina, pero no la E-selec-
tina, se fijan también sobre hidratos de carbono sulfatados
concretos, por ejemplc el sulfato de heparina (véase una
revisién en: McEver y Cummings, J. Clin. Invest. 100:597
(1997)). Los ligandos de gran afinidad con la P-selectina son
glucoproteinas similares a la mucina (McEver y col., J. Biol.
Chem. 270:11025 (1995)), que constan de una esgructura de
polipéptido con racimos de O-glucanos sialilados. Un ligando
sialomucina sobre el que se fija con preferencia la P-
selectina es el ligando 1 de glucoproteina de P-selectina
(PSGL~1, CD162), que normalmente se expresa como homodimero
con dos subunidades unidas mediante un disulfuro de pesos
moleculares relativos aproximadamente de 120 kDa con leuco-
citos circulantes. El1 punto de unién de la P-selectina se
localiza en la parte del extremo de grupos terminales NH: del
PSGL-1. Mediante la unién a este ligando, la P-selectina
interviene en el rodamiento de loa leucocitos sobre las
plaquetas activadas y células endotelliales., El1 proceso de
rodamiento reduce en gran manera la velocldad de movimiento
de los 1leucocitos, lo cual es un requisito previo para la
adhesién firme y posterior transmigracién de los leucocitos
al subendotelio pero también para la acumulacién de leuco-

cltos en los trombos.

79



10

15

20

25

-4—

Las investigaciones que utilizan ratones deficitarios
en P-selectina Y anticuerpos que bloguean especificamente la
P~selectina han puesto de manifiesto que la P-selectina
interviene en la patofisiologia de numerosas enfermedades
inflamatorias aguda:-.’. y crénicas, incluida 1la lesién por
isquemia/reperfusién (Winn y col., J. Clin. Invest. 92:2042
(1993) ; Massberg y col., Blood 92:507 (1998)). Ademis, existe
una contribucién clara de la P-selectina a las enfermedades
cardlovasculares que tienen un componente inflamatorio, por
ejemplo la aterosclerosis (Collins y col., J Exp. Med. 191:
189 (2000); Johnson y col., J. Clin. Invest. 99:1037 (1997)),
la restenosis (Manka y col., Circulation 103:1000 (2001);
Bienvenu y col., Circulation 103:1128 (2001})) y la trombosis
(Kumar y col., Circulation 99:1363 (1999); Andre y col.,
Proc.-Natl. Acad. Sci. USA 97:13835 (2000); Blann y col., Br.
J., Haematol. 108:191 (2000); Myers y col., Thromb. Haemos-
tasis 85: 423 (200l1). Evidentemente, la inhibiclén de 1la
funcién de la P-selectina podria ser eficaz como terapia en
varlas enfermedades que implican 1la adherencia de los
leucocitos al endotelio vascular o a las plaquetas (véase,
p.ej. WO 93/06863).

En el estado de la técnica se han descrito los anti-
cuerpos contra la P-selectina y sSe han im.reatigado sus
efectos antiinflamatorios y antitrombdticos. En la patente
US-4,783,399 y el documento WO 93/06B63 se describen anti-
cuerpos monoclonales de ratén contra la P-selectina que
reaccionan con plaquetas activadas. Geng J. G. y.col. (dJ.

Bicl. Chem., 266 (1991) 22313-22318) describen anticuerpos
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monoclonales de ratén que se fijan sobre el fragménto de
aminodclidos (aa) de la P-seléctina, que es el fragmento aa
60-75 (de Cis a Glu), realizando el recuento con arreglo a la
secuencla Swiss-Prot P1l6109 que incluye la secuencia de
seflal. El1 documento WO 93/21956 se refiere a anticuerpos
monoclonales de ratédn contra la P-selectina y a anticuerpos
humanizados del subgrupo IgGl que compiten con un anticuerpo
definic.io y se fijan en presencia del fragmento de la P-
selectina (aa 60-75) y en ausencia de iones calcio. Ninguno
de los anticuerpos monoclonales de ratén mencionados contra
la P-selectina humana es 1til para el tratamlento de
pacientes humanos. Actualmente se halla en fase de desarrocllo
Preclinico un anticuerpo humanizado contra la P-selectina del
subgrupo IgGl humano, mencionado en el documento WO 93/21956
{www.mrctechnology.org).

Resumen de la invencién

La 1nvencién se refiere a anticuerpos caracterizados
porque dichos anticuerp&s fijan la P-sélectina y no fija el
factor de complemento Clg humano. Los anticuerpos tampoco
fijan con preferencia el receptor Fcy cobre células NK. Los
anticuerpos de la invencién contienen una parte Fc derivada
de un origen humano.  Estos anticuerpos son con preferencia
anticuerpos humanizados o humanos. Los anticuerpos tienen
propiedades nuevas y susceptlbles de invenclén, que producen
un beneficio a un pacilente que sufra trastornos inflamatorios
y trombbéticos, que sufra en especlal la enfermedad oclusiva

de arterias periféricas (PAOD}) y la isquemia critica de
extremidades (CLI).
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Breve descripcién de las figuras

En la figura 1 se muestra que los anticuerpos de la
in&enciép inhiben la adheaién de las células HL60, similares
a loﬁ leucécitos, sobre placas de microvaloraclén recublertas
con P-selectina purificada. -

En la figura 2 se representa la actividad inhibidora de
los anticuerpos de la invencién en los ensayos de rdseteado
para medir la adhesién de plagquetas activadas con trombina
sobre las células HL6O.

En las fiéuras 3a y 3b se representa la actividad
cruzada de los anticuerpos de la invenciédn con la P-selectina
de rata y cinomdloga. Segin la figura 3a, los anticuerpos
anti-P-selectina no afectan la adhesidédn de las plaquetas de
rata activadas con trombina sobre las células HL60, mientras
que los anticuerpoa anti-P-selectina policlonalea-disponibles
comercialmente (Pharmingen 09361A) inhiben esta interaccién.
Seqin la figura 3b, los anticuerpos de la invencién inhiben
la adhesiétn de las plaquetas cinomélogas activadas sobre las
células HL6O. _

En las figuras 4a-c se pone de manifilesto la selecti-
vidad de los anticuerpos de la P-selectina frente & la E~ y
la L-selectina médiante curvas representativas de la fljacién
sobre transfectantes de P~, E~ y ‘L-selectina. Los anticuerpos
de la invencién se fijan sobre células CHO de P-selectina,
con valores ECsp se sltﬁan en el margen de 0,01 a 0,07 pg/ml.
Los: valores sobre células CHO de E selectina y sobre células
300.19 de L-selectina se asitdan con preferencla por encima de

los 100 pg/ml.
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En la figura 5 se representa la actividad inhibidora de
los anticuerpos de 1la invencién en un sistema de flujo
totalmente humano.’ Inhiben la adhesién de los leucocltos

humanos a una monocapa de plaquetas de una manera dependiente

de la concentracién en una velocidad de clzallamiento de_

65/s.

En la figura 6 se representa el efecto inhibidor de los
anticuerpos de la invencién en la adhesién de los leucocitos
sobre las células endoteliales humanas que expresan la P-
selectina. En la fligura 6a se pene de manifiesto la inhi-
bicién total de la adhesién de leucocitos en ¥ del control,
en la figura 6b se pone de manifiesto de modo representativo
el efecto inhibldor de unc de los anticuerpos en el ninmero
absoluto de diferentes subgrupos de leucocitos.

Descripcién detallada de la invenciédn

I. Definiciones

El término "P-selectina" indica una proteina de 140
kDa, expresada por plaquetas y células endoteliales humanas,
segin han descrito Hsu-Lin y col., J. Blol. Chem. 259: 9121
(1984), y Mc Ever y col., J. Clin. Invest., 84:92 (1989). Esta
glucoprotelna transmembrana de tipo I se compone de un
dominic lectina con grupos NHz terminales, seguido por un
dominio similar al factor de crecimiento epldérmico (EGF) y
nueve dominios de repeticién de consenso. Estd anclada en la
membrana mediante un solo dominio transmembrana y contlene
una pequefla cola citoplésmica. La presente 1lnvenciédn propor-
ciona anticuerpos, que son capaces de inhibir una o varias

actividades blolégicas mediadas por la P-selectina, por
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ejemplo, su actividad inflamatoria o tromb6tica. Los anti-
cuerpos se fijan sobre la P-selectina y actdan de modo que
interfieren en la. fijacién de la P-selectina sobre su
ligando. .

El término "ligando de P-selectina™ denota con prefe-
rencia el ligando de gran afinidad y bioldgicamente relevante
de la P-selectina, por ejemplo el ligando glucoproteina-l de
P-seiectiqa (PSGL-1), una glucéproteina similar a la mucina,
descrita por Moore y col.; J. Cell. Bilol. 118:2445 (1982),
Sako y col., Cell 75:1179 (1993). El PSGL-1 es una protelna
membrana de tipo I con un dominio extracelular rico en
serinas, treoninas y prolinas, que incluye una serie de
repeticiones decaméricas unidas a racimos de O-glucanos
sialilados. Se expresa normalmente como homodimero de dos
subunidﬁdes unidas mediante un disulfuro, cen pesos
moleculares relativos aproximados de 120 kDa, por los
leucocitos circulantes. El1 lugar de fijaclén de la P-
selectina se localiza en la parte del extremo con grupos
terminales NH; del PSGL-1. Rec;entementa se ha demostrado que
la sialomucina GPIba gue se expresa por las plaquetas y tiene
semejanzas estructurales con el PSGL-1 es un ligando
plaquetario para la P-selectina (Romo ¥y col., J. Exp. Med.
190:803 (1999). Las consecuencias fiéiolégicas de la fijacién
de la GPIbax sobre la P-gelectina se hallan todavia en
investigacidén, pero es probable que la interaccién contribuya
a la rodadura y adherencla de las plaquetas sobre las células
endoteiiales activadas (Berndt y col., Thromb. Haemost.
B6:178 (2001). lLa P-selectina se fija también con poca afi-
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nidad sobre oligosacari&os pequefios, sialilados, fucosilados,
por ejemplo el sialil-Lewis x (Foxall y col., J. Cell. Biol.
117:895 (1992), varki, Curr. Opin. Cell. Biol. 257 (1992} y
sobre hidratos de carbono sulfatados concretos, por ejemplo
el Qulfato de heparina (McEver vy col., J. '‘Biol. Chen.
270:11025 (1995).

El término "anticuerpo" abarca las distintas formas de
anticuerpos, con preferencié los anticuerpos monoclonales que
incluyen, pero no se limitan a anticuerpos completos, frag-
mentos de anticuerpo, anticuerpos humanos, anticuerpos huma-
nizados, anticuerpos quiméricos y anticuerpos de ingenieria
genética (anticuerpos variantes o mutantes), en el supuesto
de que se mantengan las propledades caracteristicas segin la
Invenclén. Son preferidos en especial los anticuerpos
monoclonales humanos o humanizados, sobre todo en forma de
anticuerpos humanos recombinantes.

Los términos "anticuerpo monoclonal®” y "composicién de
anticuerpos monoclonales” utilizados en la presente invencién
se refieren a .la obtencidén de moléculas de anticuerpc de una
scla composicién de aminoécidos.

El término "anticuerpo quimérico" denota un anticuerpo
monoclonal que contiene una regidn variable, es decir, una
regiétn de fijacién, de una fuente o especie y por lo menos
una porciédn de una reglédn constante dérivada de una fuente o
especie diferente, obtenida por lo éeneral mediante técnicas
de DNA recombinante. Son preferidos en especial los anti-
cuerpos quimericés que contienen una regién variable murina y

una regidétn constante humana. Dichos anticuerpos quiméricos
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murino/humanos son el producto de los genes de inmunoglo-
bulina expresados que contienen segmentos de DNA que
codifican regiones variables de inmunoglobulina murina y
segmentos de DNA que codif.ican regiones constantes de inmuno-
globulina humana. Otras formas de "anticuerpos gquiméricosa"”
contemplados por la presente invencién son aquellas en las
que la regién constante se ha modificado o camblado con
respecto a la del anticuerpo original para generar las pro-
pledades seguin la invencién, en especial en lo que respecta a
la fijacién del Clg y/o a la fijacidn del receptor Fc (FcR).
Tales anticuerpos "quiméricos" se denominan también "anti-
cuerpos desviados de grupo" {(class-switched antibodies). Los
métodos para la obtenciédn de anticuerpos quiméricos incluyen
las técnicas convencionales de DNA recombinante y de
transfeccién genética, que son bien conocidas en la técnica
anterior. Véase, p.ej. Morrison, S.L., y col., Proc. Natl.
Acad. Scli. USA B8l (1984) 6851-6855; patentes US-5,202,238 y
5,204,244.

El término "anticuerpo humanizado" se refiere a anti-
cuerpcs en Jlos que se han modificado el armazdén o las
"regiones que determinan la complementariedad" (CDR) para
abarcar la CDR de una inmunoglobulina de especificidad
diferente si se compara con la de la inmunoglobulina ori-
ginal. En una forma preferida de ejecucidn se injerta una CDR
muriha en la regién de armazén de un anticuerpo humano para
obtener el "anticuerpo humanizado”. Véase, p.ej. Riechmann,
L. y col., Nature 332 (1988) 323-327; y Neuberger, M.S. y
col., Nature 314 (1985) 268-270. Las CDR especialmente
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preferidas corresponden a aquellas que representan secuencias
gque reconcocen los antigenos mencionados anterio;mente de los
anticuerpos quiméiicos y bifuncionales. Otras formas de
"anticuerpo humanizados" contempladas por la prZesente inven-
cibén son aquellas en las que la regién constante del anti-
cuerpo original se ha modificado o camblado para generar las
propledades seglin la invencién, en especial en lo tocante a
la fijacién del Clq y/o a la fijacién del receptor Fc (FcR).
El término "anticuerpo humano", utilizado en la des-
cripcién, tiene un significado que 1incluye anticuefpos
provistos de regiones variables y constantes, derivados de
secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. Los
anticunerpos humanos son bien conocidos en el estado de la
técnica (van Dijk y van de Winkel, Curr. Opin. Pharmacol.
5:368 (2001). Los anticuerpos humanos pueden producirse
también en animales transgénicos (p.ej. ratones) que sean
capaces, después de la inmunizacién, de producir el réper—
torio completo de anticuerpos humanos en ausencia de la pro-
duccién endégena de inmunoglobulina. La transferencia del
conjunto genético de la inmunoglobulina de 1linea germinal
humana a dichos ratones mutantes de linea germinal se
traducirad en la produccidédn de anticuerpos humanos después del
reto de los antigenos (véase, p.ej. Jakobovits y col., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 90: 2551-2555 (1993); Jakobovits vy
col., Nature, 362:255-258 (1993); Bruggemann y col., Year in
Immuno., 7:33 (1993)). Los anticuerpos humanos pueden produ-
cirse también en bibliotecas dé despliegue de fagos (Hoogen-
boom y Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1992); Marks y col.,

8
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J. Mol. Biol, 222:581 (19991)). Se dispone ademis de las
técnicas de Cole y cel. y de Boerngr y col. paralla obtenclén
de anticuerpos monoclonales humanos (Cole y col., Anticuerpos
monoclonales y terapia del céncer, Alan R. Liss, p. 77 (1983)
y Boerner y col., J. Immunol., 147(1):86-95 (1991)). Tal como
se ha menclonado antes a raiz de los anticuerpos quiméricos y
humanizados seqin la iﬁvencibn, el término “anticuerpo
humano” empleado en la descripcién abarca también a 1los
anticuerpos modificados en su reglén constante para generar
las propiedades acordes con la invencién, en especial en lo
tocan a la fijacién del Clg y/o a la fijacién del FcR. La
invencién abarca ademds anticuerpos humanoca que se fijan
sobre el Clg y/o el FcR. Tales anticuerpos humanos se
caracterizan por una gran selectividad con la P-selectina si
se compara con la E- y la L-selectina. Tales anticuerpos
segin la invenqién se fijan sobre las células que expresan la
P-selectina con. valores de ECsp comprendidos entre 0,01 y
0,07 pg/ml. Los valores de ECsp en las células que expresan
la E-selectina y la L-selectiné se sitdan con preferencia por
encima de los 100 pg/ml. Tales anticuerpos son UGtiles con
preferencia como productos intermedios de la obtencidn de
anticuerpos humanos provistos de propiedades acordes con la
invencién.

El término "anticuerpo humano recombinante”, utilizado
en esta descripcién, tiene un significado que incluye todos
los anticuerpos humancs gque se obtlenen, expresan, crean o
aislan por medios recombinantes, por ejemplo los anticuerpos

alslados de una célula hospedante, como pueda ser una célula
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NSO ¢ CHO o de un animal (p.ej. un ratén) que sea transgénico
para los genes de inmunoglobulina humana o los anticuerpos
expresados empleando un vector de expresién recombinante
transfectado a la célula hospedantg. Tales anticuerpos re-
combinantes humanos tienen regiones variables y constantes en
una forma preestablecida. Los anticuefpos recomblnantes
humanos segin la invencién se ‘han sometido a una hipermu-
tacibn'somatica "in vivo". ?or lo tanto, las secuencias de
amino4cidos de las regiones VH y VL de los aqticuerpos
recombinaﬁtes son secuenclas que, a pesar de derivarse de y
guardai relacién con las secuencias VH y VL de la linea
germinal humana, no pueden existir de forma natural "in vivo"
dentxo del repertorio de la linea germinal de anticuerpos
humanos.

La "regién variable" (regién variable de una cadena
ligera (VL), regidtn variable de una_cadena pesada (VH)), tal
como se utilizan en esta descripcién, aenota cada una de las
cadenas ligera' y pesada que intervienen directamente en la
fijacién del anticuerpo sobre el anfigeno. Los dominlos de
las cadenas ligera y pesada humanas variables tienen la misma
estructura general y cada dominio consta de cuatro regiones
de armazédn (FR, framework) cuyas secuenclas se consgservan
ampliamente, conectadas a tres "regiones hipervariables" (o
regiones que determinan la complementariedad, CDR). Las
regiones de afmazén adoptan una conformacién de lamina B y
las CDR pueden formar bucles que conecten con la estructura
de lé&mina B. Las CDR de cada cadéna se mantlenen en su

estructura tridimensional graclas a las regiones de armazén y
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junto con las CDR de la otra 'cadena forma un sitio de
fijaclén de antigeno. Las reglones CDR3 de cadena ligera y
pesada de anticuerpo desempeflan un papel especialmente
importante en la especificidad/afinidad de fijacién de los
anticuerpos segin la invencién y por ello constituyen otro
objeto de la invencidn.

El términos "regién hipervariable" o "porcién de un
anticuerpo que fija un antigeno",- utilizados en esta des-
cripcién, significan los restos aminodcldo de un anticuerpo
que hacen viable la fijacién del antigeno. La regidén hiperva-
riable comprende los restos aminoAcido de las "regiones que
determinan la complementariedad™ o "CDR". Las regiones de
"armazén" o "FR" son aquellas regiones de dominio variable,
diferentes de los restos de regidén hipervarlable definidos en
esta descripcién. Por lo tanto, las cadenas ligeras y pesadas
de un anticuerpo constan, desde el extremo N al C, de los
dominios FR1, CDR1l, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. En especial,
el dominio CDR3 de la cadena pesada es la reglén que més
contribuye a la fijacién del antigeno. Las regiones CDR y FR
se determinan ceon arrgglo a la definicidén esténdar de Kabat y
col. (Secuencias de proteinas de interés inmunolégico, 5°
ed., Public Health Service, National Institutes of Health,

Bethesda, MD. (1991)) y/o los reatos de un "bucle hiperva-

riable".

El término "acido nucleico o molécula de A4&cildo
nucleico"”, utilizado en esta descripciétn, tiene un signi-
ficado que incluye las moléculas de DNA y las moléculas de

RNA. Una molécula de acldo nucleico puede tener forma mono- o
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bicatenarla, pero el DNA tiene con preferencia una forma
bicatenaria.

Acido nucleico estd "unido operativamente"” cuando
guarda una relacién funcional con otra secuencia de é&cido
nucleico. Por ejemplo, el DNA de una presecuencia o guia
secretorio estd unidc operativamente al DNA de un polipéptido
sl se expresa como preproteina que participa en la secrecidn
del polipéptido; un promotor o intensificador estd unldo
operativamente a una secuencia codificadora si afecta la
transcéipcibn de la secuencla; © un sitio de unién ae un
ribosoma est4d unido operativamente a una secuencia
codificadora sl estd posicionado de mocdo que facllita la
traduccién. En general, "unido operativamente" significa dque
las secuenclas de DNA que estan unidas son contiguas y, en el
caso de una guia secretorio, son contiguas y en fase de
lectura. Sin embargo, los intensificadores no tienen que
estar contiguos. La unidén se lleva a cabo por ligacién en los
sitios de restriccidén convenientes. Si no existen tales
sitios, entonces se utiliza adaptadores o engarces de oligo-
nucleétidos sintéticos con arreglo a la prActica conven-
cional;

Tal como se utiiizan en esta-descripcibn, las expre-
siones "célula," "linea celular" y "cultivo celular" se
emplean indistintamente y todas estas denominaciones incluye
la progenie. De este modo, los términos "transformantes" y
"células transformadas” incluyen la célula objeto primaria y
los cultivos derivados de la misma, con independencia del

nimero de transferencias. Se da también por supuesto que toda
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la progenie puede Qque no sea exactamente idéntica en cuanto
al contenido del DNA, debido a las mutaciones deliberadas o
inadvertidas. Se incluye la progenie variante que tilene la
misma funcién o la misma actividad bioldgica que se ha
explor?do en la célula transformada original. Cusndo se
emplean denominaciones distintas, su significado resultaréd
claro gracias al contexto.

Los “dominios constantes” no participan directamente en
la fijaciétn de un anticuerpoc sobre un antigeno, pero
despliegah diversas funclones efectoras. En funcién de la
secuencla de aminodcidos de la regién constante de sus
cadenas pesadas, 163 anticuerpos o Iinmunoglobulinas se
dividen en los grupos siguientes: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, ¥y
varios de ellos pueden dividirse a su vez en subgrupos
(1sotipos), p.e]. IgGl,_IgGZ, IgG3 e IgG4, IgAl e IgRA2. Las
regiones constantes de cadena pesada que corresponden a los
diferqntes grupos de inmunoglobulinas se denominan o, B, €, Y
Yy M, respectivamente. Los anticuerpos segin la invencién son
con preferencia del tipo IgG.

La parte Fc de un anticuerpo ilnterviene directamente en
la activacién del complemento, la fijacién del Clg y 1la
fijacién del receptor Fc. La influenqia de un anticuerpo en
el sistema de cocmplemento depende de clertas condiclones,
mientras que la fijaclén sobre el Clg es provocada por sitlos
de fijaciétn definidos de la parte Fc. Estos sitiocs de
fijacién ya son conocidos en el estado de la técnica y se
describen p.ej. en Boakle y col., Nature 282 (1975) 742-743,
Lukas y col., J. Immunol. 127 (198l1) 2555-2560, Brunhouse y
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Cebra, Mol. Immunol. 16 (1979) 907-917, Burton y col., Nature
288 (1980) 338-344, Thommesen f col., Mol, Immunol, 37 (2000)
995-1004, Idusogle y col., 'J. Immunol.164 (2000) 4178-4184,
Hezareh y col., J. Virology 75 (2001) 12161-12168, Morgan y
col., Immunology 86 (1995) 319-324, EP 0307434. Dichos sitios
de fijacién son p.ej. L234, L235, D270, N297, E318, K320,
K322, P331 y P329 (la numeracidén se realiza con arreglo al
indice EU de Kabat, ver mAs abajo). Los anticuerpos de los
subgrupos IgGl, IgG2 e IgG3 presentan por lo general acti-
vacién del complemento y fijacidédn del Clq y C3, mientras que
el IgG4 no activa el sistema del complemento y no fija al Clq
ni al C3. Tal como se emplea en esta descripcidén, el término
“parte Fc derivada de origen humano” significa una parte Fc
que es una parte Fc de un anticuerpo humano del subgrupo IgG4
o una parte Fc de un anticuerpo humano de los subgrupoes IgGl,
IgG2 o IgG3 que se ha modificado de manera que no puede
detectarse una fijaciébn de Clq ni fijacién Ae FcR definidag a
continuacién. Una “parte Fc de un anticuerpo” es un término
blen conocido de los expertos en la materia y que se defina
en base a la rotura @e anticuerpos c¢on papaina. Los
anticuerpos segin la invencién contlenen como parte Fc una
parte Fc derivada de un origen humano y con preferencia las
partes restantes de regiones constantes humanas. La parte Fc
es con preferencia una parte Fc humana y de forma
especialmente preferida es de un subgrupo IgG4 humanoc o una
parte Fc mutada de un subgrupo IgGl humano. De forma muy

especialmente preferida, las partes Fc y las regiones
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constantes de cadena pesada son las representadas en la SEQ
ID NO: 25-28 o en la SEQ ID NO: 25 sin la mutaclién PVA236.

II. Formas de ejecucién preferidas de la invencién

La invenclén comprende un anticuerpo que se fija sobre
la P-silepting caracterizado porque la secuencia CDR3 de
aminoécidés de cadena pesada variable de dicho anticuerpo se
elige entre el grupo formado por las secuenclias CDR3 de
cadena pesada S5EQ ID NO: 38, 39, 40, 41 o 42.

La invencién proporciona con preferencia un anticuerpo
qué se flja sobre la P-selectina, que consta de una cadena
pesada vari;ble y una cadena ligera varlable, caracterizado
porque la cadena pesada varlable contiene las secuencias CDR
siguientes: CDR1l, CDR2 y CDR3 y la CDRl se eligen entre el
grupo formado por las SEQ ID NO: 29, 30, 31, 32; la CDR2 se
elige entre el grupo formado por, K las SEQ ID NO: 33, 34, 35,
36, 37; la CDR3 se elige entre el grupo formado por las SEQ
ID NO: 38, 39, 40, 41, 42; dichas CDR se eligen con indepen-
dencia entre si.

El anticuerpo segin la invencién est& caracterizado con
preferencia porque la cadena ligera variable contiene las
secuencias CDR siguientes: CDR1, CDR2 y CDR3; y la CDR1l se
elige entre las SEQ ID NO: 43, 44; la CDR2 se elige entre las
SEQ ID NO: 45, 46; y la CDR3 se elige entre 1as_SEQ ID NO:
47, 48, 49, 50, 51, 52; dichas CDR se eligen con indepen-
dencia entre si.

El anticuerpo estd caracterizado con preferencia
porque, como CDR de cadena pesada, contiene las CDR de la SEQ

ID NO: 2 y como CDR de cadena lligera contiene las CDR de 1la
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SEQ ID NO: 1; como CDR de cadena pesada contiene las CDR de
la SEQ ID NO: 4 y como CDR de cadena ligera contiene las CDR
de la SEQ ID NO: 3, como CDR de cadena pesada contiene las
CﬁR de la SEQ ID NO: 6 y como CDR de cadena ligera contiene
las CDR de la SEQ ID NO: 5, como CDR de cadena pesada
contlene las CDR de la SEQ ID NO: B8 y como CDR de cadena
ligera contiene las CDR de la SEQ ID NO: 7, como CDR de
cadena pesada contiene las CDR dé la SEQ ID NO: 10 y como CDR
de cadena ligera contiene las CDR de la SEQ ID NO: 9, como
CDR de cadena pesada contiene lag CDR de la SEQ ID NO: 12 y
como CDR de cadena ligera contiene las CDR de la SEQ ID NO:
11, como CDR de qadena pesada contiene las CDR de la SEQ ID
NO: 14 y como CDR de cadena ligera contiene las CDR de la SEQ
ID NO: 13, como CDR de cadena pesada contiene las CDR de la
SEQ ID NO: 16 y como CDR de cadena ligera contiene las CDR de
la SEQ ID NO: 15, como CDR de cadena pesada contiene las CDR
de la SEQ ID NO: 18 y comoc CDR de cadena ligera contiene las
CDR de la SEQ ID NO: 17, como CDR de cadena pesada contiene
las CDR de la SEQ ID NO: 20 y como CDR de cadena ligera
contiene las CDR de la SEQ ID NO: 19, o como CDR de cadena
pesada contiene las CDR de la SEQ ID NO: 22 y como CDR de
cadena ligera contiene las CDR de la SEQ ID NO: 21.

Las secuenclas CDR pueden determinarse con arreglo a la
definicién estindar de Kabat y col., Secuencias de proteinas
de interés inmunolégico, 5* ed., Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991). Las CDR

de cada cadena esté&n separadas por 1los aminciAcidos de
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armaz6én. Las CDR de las SEQ ID NO: 1-22 se muestran en las
SEQ ID NO: 29-52.

El anticuerpo segun la invencién estd caracterizado con
preferencla porqﬁe dicho anticuerpo fija la P-selectina y
consta-de una regién pesada y una ligera variables que con
independencia entre si se eligen entre el grupo formado por
a) el dominio variable de cadena pesada definido por la
secuencia de aminoécidos SEQ ID NO: 2 y el dominio variable
de cadena ligera definido por la secuencia SEQ ID NO: 1;

b) el dominio variable de cadena pesada definido por la
secuencia de aminoédcidos SEQ ID.NO: 4 y el dominio variable
de cadena ligera definido-por la secuencia SEQ ID NO: 3;
c) el dominio varlable de cadena pesada definido por 1la
secuencla de aminodcidos SEQ ID NO: 6 y el dominio variable
de cadena ligera definido por la secuencia SEQ ID NO: 5;
d) el dominio variable de cadena pesada definido por la
secuencia de aminodcldos SEQ ID NO: 8 y el dominio variable
de cadena ligera definido por la secuencla SEQ ID NO: 7:
e} el dominio variable de cadena pesada definido por 1la
secuencia de aminoécidos SEQ ID NO: 10 y el dominio variable
de cadena ligera definido por- la secuencia SEQ ID NO: 9;
f) el dominio variable de cadena pesada definido por 1la
secuencia de amino&cidos SEQ ID NO: 12 y el dominio wvariable
de cadena ligera definido por la secuencia SEQ ID NO: 11;
g} el dominlo variable de cadena pesada definido por 1la
secuencla de aminoc&cidos SEQ ID NO: 14 y el doﬁinio variable
de cadena ligera definido por la secuencla SEQ ID NO: 13;
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h} el dominio variable de cadena pesada definide por 1la
secuencla de aminoAcidos SEQ ID NO: 16 Y el dominio variable
de cadena ligera definido por la secuencia SEQ ID NO: 15;

1) el dominio variable de cadena pesada definido por 1la
secuencia de aminoAcidos SEQ ID NO: 18 Y el dominio variable
de cadena ligera definido por la secuencia SEQ ID NO: 17;

j) el dominio variable de cadena 'pesada definido por la
secuencia de aminocdcidos SEQ ID NO: 20 y el dominio variable
de cadena ligera definido por }a secuencia SEQ ID NO: 19; y
k) el dominio variable de cadena pesada definido por 1la
secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 22 y el dominio variable
de cadena ligera definido por la secuencia SEQ ID NO: 21.

El hnticuerpo seglin la invencién estAd caracterizado con
preferencia porque la reqglén variable de cadena pesada
contiene una secuencla de aminoiécides que se elige con
independencia entre.el grupo formado por las SEQ ID NO: 2, 4,
6, 8, 10, 12, 14, 16, 16, 20 y 22,

El anticuerpo segin la invencién estA caracterizado con
preferencia porque la regién varlable de cadena ligera
contiene una secuencia de aminodcidos que se elige con
independencia entre el grupo formado por las SEQ ID NO: 1, 3,
5 17, 9, 11, 13, 15, 17, 19 y 21.

La presente invencién se reflere a un anticuerpo que
fija la P-selectina y no fija el factor de complemento Clg ni
el receptor Fc. Estos énticuerpos-no emanan la citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) ni 15 cltotoxicidad celular
dependiente del anticuerpo (ADCC). Este anticuerpo esté

caracterizado con preferencla porque fija la P-selectina,
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contiene una parte Fc derivada de un origen humano y no fija
el factor de complemento Clg. Con mayor preferencla, este
anticuerpo es un anticuerpo humano o humanizado.

El anticuerpo segin la invencién esta caracterizado con
preferencia porque las cadenas constantes son de origen
humano. Tales cadenas 'constantes son bien conocidas en el
estado de la tégnica y se describen p.ej. en Kabat (véase
p.ej. Johnson, G; y Wu, T.T., Nucleic Acids Res. 28 (2000)
214-218) . Por ejemplo, una regién constante de cadena pesada
humana Gtil contiene una secuencia de aminodcidos elegida con
independencia entre el grupo formado por las SEQ ID NO: 24,
25, 26, 27 y 28. Por ejemplo una reqgiédn constante de cadena
ligera humana Util contliene una secuencia de aminodcidos de
una regién constante de cadena ligera kappa de la SEQ ID NO:
23. _

Las funciones efectoras mediadas por la parte Fc de la
regién Fc del anticuerpo 8e refieren a las funclones
efectores que actian después de la fijaciédn de un anticuerpo
scbre un antigeno (estas funciones lncluyen la activacién de
la cascada del complemento y/o0 la activacién celular por
parte del receptor ¥Fc (FcR)).

La funcién de la cascada del complemento puede
evaluarse medlante un ensayo CHS0. Se afiaden glébulos rojos
de ovela, sensibilizados con anticuerpos anti-glébulos rojos
(EA), al suero de ensayo para activar el mecanismo clasico
que provoca la hemélisis, E1 volumen de suero que se necesita
para produclr la lisis del 50 % de los glbdbulos rojos consti-
tuye la unidad de CHS50. El AP-CH50 mide los mecanismos alter-
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nativo y el terminal. El procedimiento es similar pero ahora
se utilizan glébulos rojos Qe conejo. E1l mecanismo
alternativ6 se activa con la aqicibn del suero de ensayo.

El Clg y dos protéasas de serina, Clr y Cls, forman el
complejo Cl, el primer componente del mecanlismo de la cito-
toxicidad dependiente del complemento {(CDC). Para activar la
cascada del complemento, el Clq se fija por lo menos sobre
dos moléculas de IgGl o una molécula de IgM, unidas a la
diana antigénica (Ward y Ghetie, Therapeutic Immunology 2:77-
94 (1995)). Burton describe (Molec. Immunol., 22(3):161-206
{1985)) que- la regién de cadena pesada que contiene los
restos de aminodcidos de 318 a 337 interviene en la fijacién
del complemento. Duncan y Winter (Nature 332:738-40 (1988)),
aplicando una mutagénesis dirigida a un sitio, describen que
el Glu3l8, Lis320 y Lis322 forman el sitio de fijacién para
el Clg. El papel que desempeflan los restos Glu3l8, Lis320 y
Lis 322 en la fijacidén del Clg se confirma con la capacidad
que tiene un péptido sintético corto, que contiene estos
restos, de inhibir la lisis mediada por el complemento.

El término "citotoxlcidad dependiente del complemento
{(CDC)" sge refiére a la lisis de la P-selectina que se expresa
en células endoteliales y plaquetas humanas por accidédn del
anticuerpo segin la invencién en presencia del complemento.
La CDC se mide con preferencia tratando la P-selectina que se
exprésa en células endoteliales y plaquetas humanas con un
anticuerpo segﬁn la invencién en presencia del complemento.
Las células se marcan preferentemente con calceina. Se

observa CDC si el anticuerpo induce la lisis del 20% o mas de
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las células diana en una concentracién de 30 pg/ml. Sin
embargo, los 1inventores han encontrado que para las
propiedades de los anticuerpos seguin la invencidn es esencilal
una fijacién reducida sobre el fac-tor de complemento Clg en
un ensayo ELISA. En tal ensayc se recubre en principio una
placa ELISA con una serie de concentraciones del anticuerpo,
al que se ha afadido Clg humano purificado ¢ suero humano. La
fijacién del Clq se detecta mediante un anticuerpo dirigido
contra el Clg y después mediante un conjugado marcado con
peroxidasa. La deteccién de la fijacién (fijacién méxima:
Bmax) se mide en forma de densidad 6ptica a 405 nm (OD405}
para el sustrato ABTS (2,2'-azino-di-[3-etlilbenzotiazolina-6-
sulfonato (6)] de peroxidasa. La presente invencién se
refiere, pues, a un anticuerpo caracterizado porque la no
fijacién del anticuerpo sobre el factor de complemento Clqg se
refiere a2 la medicién mediante ensayo ELISA, en el que la
fijacién méxima (Bmax) del Clg sobre el anticuerpo en una
concentracién de 10 ug/ml del anticuerpo es S 30% de la Bmax
del. anticuerpo LC 1004-002 de la linea celular hu-Mab<P-
selectina>LC 1004~002 (DSM ACC2641), con prefere-ncia es un
20% o menos.

Es pr_eferido ademds que un antlcuerpo segin la inven-
cién tenga una fijacién reducida sobre el factor de comple-
mento C3 en un ensayo ELISA. Este ensayo se lleva a cabo de
igual manera que el ensayo del Clg. En tal ensayo, en
principlo se recubre la placa ELISA con una S8erie de
concentraciones del anticuerpo, al que se afiade C3 humano

purificado o suero humano. La fijacién del C3 se detecta
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mediante un anticuerpo dirigide contr; el C3 y después con un
conjugado marcado con peroxidasa. lLa deteccién de la fijaclédn
(fijacién méxima: Bmax) se mide en forma de densidad éptica a
405 nﬁ (OD405) para el sustrato ABTS (2,2'-azino-di-(3-
etilbenzotiazolinasulfonato (6)] de'peroxidasa. La presente
invencidén se refiere, pues, a un anticuerpo caracterizado
porque la no fijacién del anticuerpo al factor de complemento
C3 se refiere a una medicidén mediante ensayo ELISA en el que
la fijacién maxima (Bmax) del C3 sobre el anticuerpo en una
concentracién de 10 pg/ml del anticuerpo es un 10% de la Bmax
del anticuerpo LC 1004-002 de la 1linea celular hu-Mab<P-
selectina>LC 1004-002 (DSM ACC264l), con preferencia un 5% o
menos. '

El término "citotoxicidad celular dependiente del
anticuerpo {(ADCC)" es una funcién mediada por la fijacién del
receptor Fc y se reflere a la lisis de células diana en las
que se expresa la P-selectina mediante un anticuerpo seqin la
invencidén en presencia de las c¢élulas efectoras. La ADCC se
mide con preférencia tratando una preparacién de células
endételiales en las que Se expresa la P-selectina con un
anticuerpc 8egtin la invenciédn en presencla de células
efectoras, por ejemplo células PBMC (células mononucleares de
sangre periférica) recién aisladas o células efectoras
purificadas de recubrimientos pulidos, como son los monociltos
y las células asesinas naturales (NK, natural killer). Las
células diana se marcan con Cr* y geguidamente se incuban
con los anticuerpos. Se incuban las células marcadas junto

con células efectoras y se analiza el liquido sobrenadante
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para determinar el Cr® liberado. Los controles incluyen la
incubacién de las .célu.}as endoteliales diana con células
efeci:eras, pero sin el anticuerpo. La capacidad de los
anticuerpos de inducir las etapas iniciales que median la
ADCC se determina midiendo su fijacién sobre las células en
las que se expresan los recePtores Fcy, por ejemplo los
granulocitos (en los que se expresan el FcyRII y RIII), las
células NK (en las que se expresan FcYRIII} y los monocitos
(en los que se expresan el FcyRI y RII).

Las funciones efectoras de fijacién del receptor Fc¢
pueden mediarse con la interaccién de la regién Fc de un
anticuerpo con receptores Fc (FcR), que son receptores de
superficle especlalizados en c¢élulas hematopoyéticas. Los
receptores Fc pertenecen a la superfamilia de las inmunoglo-
bulinas y se ha constatado que intervienen tanto en la
eliminaclén de patédgenos recubiertos con antlcuerpos por
fagocitosis de complejos inmunes, como en la 1lisis de
erotrocitos y diversas dianas celulares mas (p.ej. células
tumorales) recubiertos con los antilcuerpos correspondiente,
gracias'a la cltotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
{ADCC), véase Van de Winkel y Anderson, J. Leuk. Biol.
49:511-24 (1991). Los FcR se definen por su especificidad
para los isotipos de 1inmunoglobulina; los receptores Fc de
los anticuerpos IgG anticuerpos se denominan FcyR, de los IgE
ge llaman FceR, de los IgA se llaman FcoR, etcétera. la
fijaclén del receptor -Fc se describe p.ej. en Ravetch y
Kinet, Ann. Rev. Immunol. 9 (1991) 457-492, Capel y col.,

Immunomethods 4 (1994) 32-34, de Has y col., J. Lab. Clin.
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Med. 126 (1995) 330-341 y Gessner y col., Ann. Hematol. 76
1998) 231-248. Los anticuerpos segin la invencidén presentan
con preferencia una filjacién reducida sopre los receptores
Fcy, con prefereﬁcia sobre los FycRI, -IIA, -IIB y/o IIIA.

Los anticuerpos segin la presente invencidén anticuerpos
no despliegan con preferencia funcién efectora alguna y no se
fijan sobre el FcyR existente en las células NK. El. término
“no fijacién del FcyR"” significa, pues, que en una
concentracién de anticuerpo de 10 pg/ml la fijacién de un
anticuerpo segiin la invenclén sobre células NK es del 1% o
menos con respecto a la fijacién observada para el antlicuerpo
LC 1004-002 de la linea celular hu-Mab<P-selectina>LC 1004~
002 (DSM ACC2641).

El IgG4 muestra una fijacién reducida al FcR, pero los
anticuerpos.de otros subgrupos IgG despliegan una fijacién
fuerte. Sin embargo, los restos Pro238, Asp265, RAsp270,
Asn297 (pérdida de hidrato de carbono de Fc), Pro3d29 y 234,
235, 236 y 237, 1Ile253, Ser254, Lis288, Thr307, Gln3ll,
Asnd34 e His435 son restos que, si se alteran, propofcionan
también una fijacibﬁ reducida sobre el FecR (Shields y col.,
J. Biol. Chem. 276 (2001}, 6591-6604, Lund y col., FASEB J. 9
(1995), 115-119, Morgan 'y col., Immunology 86 (1995) 319-324,
EP 0307434). Un anticuerpo segin la Invencién es con
preferencia, en lo que respecta a la fijacién sobre el FcR,
del subgrupec IgG4 o de los subgrupos IgGl o IgG2 con una
nutacién en 5228, L234, L235 y/o D265, y/o contlene la
mutaclén PVA236 o GLPSS331. Son especlalmente preferidas las
mutaciones S$228P (IgG4), L234A (IgGl), L235A (IgGl), L235E
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(IgG4), GLPSS331 (IgGl) y/o PVA236 (IgGl). En la tabla 1 se
presentan también las combinaciones preferidas de mutaciones.
Una combinacién. adicional también preferida es la D265A/
N297A.

El término "fijacién sobre la P-selectina" empleado en
esta descripcién indica ¥la fijacién del anticuerpo sobre la
P-selectina ya sea en un ensayo BIAcore (Pharmacia Biosensor
AB, Upsala, Suecia), ya sea en un ensayo ELISA en el que las
placas de microvaloracién se recubren con P-selectina
purificada o con transfectantes CHO de P-selectina.

En el ensayo BIAcore se fija el anticuerpo sobre una
superficie y se mide la fijaclén de la P-selectina mediante
una Surface Plasmon Resonance (SPR). La afinidad de 1la
fijacién se defina en términos ka (constante de la asoclaclén
del anticuerpo del complejo anticuerpo/antigeno), kd (cons-
tante de disoclacién) y Kp {kd/ka). Los anticuerpos segin la
invencién poseen un valor Kp de 10" o menos, con preferencia
entre 10! y 10"® M (ver ejemplos). La presente invencién se
reflere, pues, a un antlicuerpo ya desc;ito anteriormente,
dicho anticuerpo se flija sobre la P-selectina con un valor Kp
inferior a 10™® M en un ensayo BIAcore, el valor Ky se sitta
con preferencia entre 107! y 107% M.

El anticuerpoc es con preferencia de un subtipo IgGl o
IgG4 humano.

El anticuerpo estd caracterizado con mayor preferencia
porque ser un anticuerpo del subgrupo IgGl humano, dque
contiene por lo menos una mutacién en L234, L235, D270, N297,
E318, K320, K322, P331 y/o P329 o un anticuerpo del subgrupo
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IgG4 humano, que lleva por lo menos una mutacién en L235 y
S.228 (numeracién con arreglo al indice EU}.

En el ensayo ELISA especifico de la P-selectina, se
recubren con P-selectina purlficada las placas de microva-
loracién y s;e detecta la fijacién del anticuerpo sobre la P-
selectina con un IgG biotinilade antihumanc y 1las etapas
usuales de un ELISA. Los valores de la ECs en este ensayo se
sitdan con preferencia entre 0,002 vy 0,03 pg/ml en células
CHO de P-selectina, es decir, la presente 1invencién se
refiere a anticuerpos, cuyos valores ECS50 para la fijaclén
sobre la P-selectina se sitiian en el margen comprendido entre
0,002 yv 0,03 pg/ml en células CHO gue presentan P-selectina
en un ensayo ELISA. En un ensayo, en el que se recubren las
placas de microvaloracién con transfectantes CHO en los que
g¢ expresa la .P-selectina, los valores de EC50 se sitdan
entre 0,01 y 0,08 pg/ml, con preferencla entre 0,01 y 0,04
Bg/ml.

Los valores de ECsp en los transfectantes  de E- y L-
selectina son con preferencia superiores a 100 pg/ml. Los
anticuerpos de la presente _invencién estdn caracterizados
porque se fijan por lo menos con una especificidad 1000 mayor
sobre la P-selectina que sobre la E- y/o L-selectina en base
a los valores ECso medidos en un ensr;lyo ELISA, en el que las
placas de microvaloraclén 'se recubren con P- y E~ y/o L-
selectina.

El término "inhibicién de la fijacién del ligando de la
P-gselectina sobre la P-selectina” empleado en esta des-

cripcién indica la fijaciétn de la P-selectina purificada o
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expresada en células sobre su ligando, - presente en células
HL60. 'La fijacién de la P-selectina sobre su ligando se
inhibe mediante los anticuerpos segin la invencién. La
inhiblcibén se m;de en forma de ICs; en ensayos "in vitro" que
analizan la capacidad del anticuerpo de inhibir la fijacién
de la P-selectina sobre un ligando. Tales ensayos se des-
criben en los ejemplos. Comﬁ fuentes iddéneas de P-selectina
se emplean en los ejemplos la P-selectina purificada por
afinidad y plaquetas activadas y como fuentes iddéneas de
ligando se emplean células de tipo leucocito, por ejemplo
células HL60. En tales ensayos se mlide la adheslén dé las
células HL60, en las que se expresa el PSGL-1 como ligando
fisiolégicamente relevante de la P-selectina, sobre la P-
selectina o plaquetas activadas sin y con concentraciones
creclentes del anticuerpo. Los valores ICsy se determinan como
valores promedio por lo menos de tres mediciones indepen-
dientes. La inhibicién significa un valor ICsp no superior a
1 pg/ml, con preferencia entre 0,5 y 0,08 pg/ml.

Los anticuerpos de la presente invenciédn inhiben 1la
adhesi6n de células HL60 de tipo 1leucocito sobre la P-
selectina purifica con valores IC50 comprendidos entre 0,08 y
0,5 ug/ml, con preferencia entre 0,08 y 0,11 pg/ml. La
adhesi6tn de células HL60 de tipo leucocito sobre plaquetas
activadas se inhibe con valores IC50 comp;endidos entre 0,05
y 0,3 pg/ml.

Otras formas de ejecucién de la presente invencidn se
refieren, pues, a anticuerpos caracterizados porque los

valores EC50 de la fijaclién de la P~selectlna se sitan entre
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0,01 y 0,08 ug/ml en un ensayo ELISA en el que las placas de
microvaloracién se recubren con transfectantes CHO en los que
se expresa la P-seléctina. El margen preferido se gitua entre
0,01 y 0,04 pg/ml. Los valores EC50 en transfectantes de E- y
L-gselectlna soﬁ mayores que 100 ug/ml. En otra forma de
ejecucidn, los antlcuerpos de la presente invencién inhiben
la adhesién de células HL60 de tipo leucocito sobre P-selec-
tina purificada con valores ICS50 comprendidos entre 0,08 y
0,5 pg/ml. El intervalo preferido se sitGa entre 0,08 y 0,11
ug/ﬁl.

Los anticuerpos de la presente 1nvgncibn inhiben la
interaccién de los leucocitos y una monocapa de plaguetas con
preferencia en mids del 70% en un sistema de flujo humano
complejo (en una concentraciétn de 10 pg/ml). Ademés, estos
antlcuerpos inhiben la adheslén de 1los leucocltos scbre
células endoteliales activadas en un siatema de flujo humano
en un orden del 60-90 % en una concentraclén de 3 ng/ml (con
efectos diferentes segin los subtipos de leucocitos).

Los anticuerpos de la presente invencidn son capaces
con preferencia de fijarse sobre la P-selectina en presencia
del fragmento aa 60-75 de P-selectina (Swiss-Prot secuencia
P16108) y/0o no inhiben competitivamente la fijaclidén de un
anticuerpo secretado por una linea celular designada con el
nimero de entrada (accession) ATCC HB11041 sobre la P-selec-
tina.

Los anticuerpos de 1la invencidén con preferencia no
inhiben la interaccién de la P-selectina la glucoproteina de

membrana de plagqueta GPIba en un formato de ensayo ELISA., En
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el ensayo ELISA, la glucocalicina, l;a porcién extracelular
soluble de la GPIba estd inmovilizada en los hoyos de las
placas de microvaloracién, tal como se ha descrito en Romo y
col., J. Exp. Med. 190:803 (1999) y la fijacién de la P-
selectina purificada después de la preincubacién con la P-
selectina HuMabs se detecta 'co.n un anticuerpo anti-P-
selectina pecliclonal.

En otra forma preferida de ejecucién de 1la pres'ente
invencién, el anticuerpo, caracterizado porque no fija 1la
proteina C3, estd.caracterizado con mayor preferencia porque
no despliega citotoxicidad dependiente del complemento {(CDC}.
Ademés, el anticuerpo puede caracterizarse porque no se fija
sobre los receptores Fcy de las células efectoras NK. El
anticuerpo esta caracterizado porque es un anticuerpo del
subgrupo Igél humano, que contiene por lo menos una mutacién
en los restos L234, L235, D270, N297, E318, K320, K322, P33l
y/o P329 o un anticuerpo del subgrupo IgG4 humano, que lleva
por lo menos una mutacién en los restos L235 y S228 (nume-
racién con arreglo al indice EU). En otra forma preferida de
ejecucién, el anticuerpo estd caracterizado porque no des-
pliega " clitotoxicidad celulér dependiente del anticuerpo
(ADCE) . |

En otra forma incluso més preferida de ejecucién, los
anticuerpos de la presente invencién estédn caracterizados
porque fijan la P-selectina y porque 1llevan una regién
varlable, que se elige con independencia entre el grupo

formado por:
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a) el dominio varlable de cadena ligera definido por 1la
secuencia de aminocdcidos SEQ ID NO: 1 y el dominio varilable
de cadena ligera.definido por la .gecuencla SEQ ID NO: 2;
b) el dominio variable de cadena l%gera definido por 1la
secuenclia de aminoadcidos SEQ ID NO: 3 y el dominio variable
de cadena ligera definido por la secuencla SEQ ID NO: 4;
c) el dominio. variable de cadena ligera definido por 1la
secuencia de amino&cidos SEQ ID NO: '5 y el dominio variable
de cadena ligera definido por la secuencia SEQ ID NO: 6;
d) el dominio variable de cadena ligera definido por 1la
secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 7 y al dominlo variable
de cadena ligera definido por la secuencla SEQ ID NO: 8;
e) el dominio variable de cadena ligera definido por 1la
secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 9 y el dominlo variable
de cadena ligera definido por la secuencia SEQ ID NO: 10;
f) el dominio variable de cadena ligera definido por la
sacuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 11 y el dominio variable
de cadena ligera definido por la secuencia SEQ ID NO: 12;
g) el dominio variable de cadena ligera definido por la
secuenclia de aminoécidos SEd ID NO: 13 y el dominio variable
de cadena ligera definido por la secuencla SEQ ID NO: 14;
h) el dominio varlable de cadena ligera definido por la
secuencia de aminoAcidos SEQ ID NO: 15 y el dominlo variable
de cadena ligera definido por la secuencia SEQ ID NO: 16;
i) el dominio variable de cadena ligera definido por la
secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 17 y el dominio variable

de cadena ligera definido por la secuencia SEQ ID NO: 18;
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3} el dominio variable de cadena ligera definido por la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 19 y el dominio variable
de cédena. lige,.ra definido por la secuencia SEQ ID NO: 20; y
k) el dominio variable de cadelna 1i.gera definldo por 1la
secuencia de aminoé&cidos SEQ ID NO: 21 y el dominio varlable
de cadena ligera definido por la secuencia SEQ ID NO: 22,

Los anticuerpos contienen con preferencia el dominlo
variable de cadena ligera definido pox.' la secuencia de
aminodcidos SEQ ID NO: 3 y el dominio variable de cadena
ligera definido por la secuencia SEQ ID NO: 4.

Los anticuerpos preferidos estén caracterizadoé. porque
los anticuerpos .son del subgrupo IgG4 humano © llevan por lo
menos una mutacién de aminodcido que provoca la no fijacién
sobre el factor de complemento Clg. Estos anticuerpos
variantes llevan por ejemplo la secuencla de aminodcidos
elegida con independencia entre el grupo formado p'or la SEQ
ID NO: 25 o la SEQ ID NO: 26 y la SEQ ID NO: 28.

Un anticuerpo anti~P-selectina "variante” significa en
este caso una molécula gque difiere en 1la secuencia de
aminodcidos de la secuencia de aminodcidos del anticuerpo
anti-P-selectina "original" en virtud de la adicién, delecidn
y/0 sustitucién de uno o varios restos de aminodcldo en la
secuencla del anticuerpo original. En la forma preferida de
ejecucién, la varlante comprende una ¢ varias sustituciones
de aminodcidos en una o varias regiones variables o constan-
tes del anticuerpo original, con preferencia en la regién
constante. Por ejemplo, la variante puede comprénder por lo

menos una, p.ej. de una a dliez y con preferencia de dos a

.
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cinco sustitucliones en una o varias regiones variables del
anticuerpo original. Normalmente, la variante tendrda una
secuencia de aminodclides provista por lo menos de un 90% de
identidad de secuencia de amino&cidos con las secuencias de
dominio constante y/o variable del anticuerpo original, con
mayor preferencia por lo menos un 95% y con preferencia
especial por lo menos un 99%.

La identidad u homologia con respecto a esta secuencia
se defina en esta descripcidén como el porcentaje de restos de
aminodcidos en la secuencia candidata que son 1ldénticos con
los restos del anticuerpo original, después de alinear las
secuencias e introducir brechas (gaps), sl fuera necesario,
para lograr el porcentaje miximo en 1la identidad de
secuencia. Ninguna de las extensiones, deleclones o inger-
ciones N-terminales, C-terminales o ‘internas de la secuencila
del anticuerpo deberia diseflarse para afeétar la identidad u
homologia de secuencias. La variante conserva la capacidad de
fijar la P-selectina humana y tliene con preferencia
propledades, que son sﬁperiores a las del anticuerpo
original. Por ejemplo, la variante puede tener una afinidad
de fijaclén mas fuerte, una capacidad mayor de tratar una
enfermedad asociada con la isquemlia critica de extremidades o
la enfermedad oclusiva de arterias periféricas (CLI/PAOD).

El anticuerpo variante de interés especial en esta
solicitud es un que desplliega por lo menos una intensifi-
cacién 4 veces mayor de la actividad inhibidora, si se
compara con el anticuerpo original, debido a la eliminacién

de la fijacidén sobre los receptorea Fcy.
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El anticuerpo "original" de esta descripcién es uno
que, sSe codifica mediante una secuencia de aminoacidos
empleada para la preparacidn de la'§ariante. El anticuerpo
original tiene con prefefencia una regién de armazé4n humana
y. 81 estd presente, tiene regiones constantes de anticuerpo
humano. Por ejemplo, el anticuerpo original puede ser un
anticuerpc humano ¢ humanizado.

Los anticuerpos segin la invenciédn incluyen, ademés,
aquellos anticuerpos que tienen "modificaciones de secuenclas
conservadoras”", modificaciones de nucledétidos y de secuencia
de aminoAcidos, que no afectan ni alteran las caracteristicas
mencionadas anteriormente del anéicuerpo segin la lnvencién.
Las modificaciones pueden introducirse por nétodos esténdar
ya conocidos en la técnica, por ejemplo la mutagénesis
dirigida a un sitio y la mutagénesis mediada por la PCR. Las
sustituciones conservadoras de aminodcidos incluyen aquellas
en las que se reemplaza el resto aminoadcido por otro resto
aminodcido que contiene una cadena lateral similar. En 1la
técnica ya se han definido los grupos de festos de restos de
aminodcidos que tienen cadenas laterales similares. Estos
grupos incluyen los aminodcidos que tienen cadenas laterales
bé&sicas (p.ej. 1lisina, arginina, histidina), cadenas
laterales &cidas (p.ej. A4cido qspartico, 4cido glutamico),
cadenas laterales polares 8in carga (p.ejJ. glicina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina,
triptéfano), cadenas laterales no polares {p.ej. alanina,
valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina,

metionina), cadenas laterales ramificadas en beta (p.ej.
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treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaAticas
(p.ej. tiéosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por lo
tanto, un resto amino&cido no esencial previsto en un
anticuerpo anti-P-selectina 'humano puede reemplazarse con
preferencia por otro resto aminoécido del mismo dgrupo de
cadenas laterales.

Las sustituciones de aminodcidos pueden llevarse a cabo
con preferencia por mutagénesis basada en un modelado mole-
cular, descrito por Riechmann, L. y col., Nature 332 }1988)
323-327 y Queen, C. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86
{1989) 10029—10633.

En'otra forma preferida de ejecucién, los anticuerpos
contienen una regiédn constante de cadena ligera x como la
definida en la SEQ ID NO: 23.

Los anticuerpos preferidos segin la invencién son
anticuerpos definidos como I§G1v1 (PVA~236; GLPSS331 especi-
ficado con E233P; L234V; L235A; delta G236; A327G:; A3305;
P3315), IgGlv2 (L234A; L235A) e Igs4v1' (5228P; L235E).

En otra forma preferida de ejecucién, estos anticuerpos
contienen ademids fragmentos de anticuerpo seleccionados entre
el grupo formado por Fab, F{ab’): y fragmentos de cadena
simple.

‘ La invencién se refiere ademds a un método para la

produccién de un anticuerpo segin la invencidén que consiste

en las etapas siguientes: .a) transformar una célula

hospedante con una primera secuencia de &cldo nucleico que
codifica una cadena ligera de un anticuerpo humano original

seglin la invencién y una sequnda secuencia de DNA que

[/
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codifica una cadena pesada de dicho anticuerpo humano
original, en el que la paéte Fc se podifica en el sentido de
que dicha parte Fc no fija el factor de complemento Clg ni el
receptor Fc; b) expresar dichas secuencias primera y segunda
de DNA de modo que sSe produzcan dichas cadenas ligera y
pesada de anticuerpo y c) recuperar dicho anticuerpo de la
célula hospedante o del cultivo de células hospedantes.

La invenciétn se refiere también a anticuerpos inter-
medios, es decir, anticuerpos anti-P-gselectina caracterizados
porque estos anticuerpos son anticuerpos humanos o
humanizados y s8se fijan sobre 1la P-selectina con una
especificidad por lo menos 1000 veces mayor que sobre la E- o
la L-selectina, seqin mediciones efectuadas en ensayo ELISA,
en el que las placas de microvaloracién se recubren con P- y
E- y/o L-selectina. Estos anticuerpos son con preferencia
anticuerpos IgGl o IgG4. -Estos anticuerpos pueden 1llevar
ademds la secuencia de aminoAcidos definida mediante la
reglén constante de cadena pesada yl de SEQ ID NO: 24 o la
regién constante de cadena pesada y4 de SEQ ID NO: 27. Estos
anticuerpos son con preferencia los anticuerpos producidos
mediante una linea celular elegida entre el grupo formado por
la hu-Mab<P-selectina>LC 1004-001 (DSM ACC2640), la hu~Mab<P-
selectina>LC 1004~002 (DSM ACC2641) y la hu-Mab<P-
selectina>LC 1004-017 (DSM ACC2642) .,

Los anticuerpos segin la invencién incluyen ademas
aquellos anticuerpos que tienen "modificaciones de secuencilas
conservadoras”, modificaciones de nuclebtidos y de secuencia

de aminoécidos, que no afectan nl alteran las caracteristicas
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mencion;das anteriormente del anticuerpo segin la invencién.
Las modificaciones por métodos esténdar ya son conocidas en
la técnica, por ejemplo la putagénesis dirigida a un sitio y
la muEagénesis mediada por la PCR. Las sustltucliones conser-
vadoras de aminoéc{dos .incluyeﬁ aque}las en las gque se
reemplaza él resto aminoacido por otro resto amincdcido que
contiene una cadena lateral similar. En la técnica ya se han
definido los grupos de restos de restos de aninocicidos que
tienen cadenas laterales similares. Estos grubos incluyen los
aminoédcidos que tienen cadenas laterales bésicas (p.e].
lisina, arginina, histidina), cadenas laterales &cidas (p.ej.
écldo aspértico, 4dcildo glutémico), cadenas laterales polares
sin carga (p.ej. gliclna, asparagina, glutamina, serina,
treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales
no polares (p.ej. alanina, valina, 1leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales
ramificadas en beta (p.ej. treonina, valipa, isoleucina) y
cadenas laterales arcmaticas (p.ej. tirosina, fenilalanina,
triptéfano, histidina). Por lo tanto,” un resto aminodcido no
esencilal previstd en un anticuerpo anti-P~-selectina humano
puede reemplazarse con preferencia por otro resto amino&cido
del mismo grupo de cadenas laterales.

Las sustitucionesa de aminodcidos pueden llevarse a cabo
con preferencia por'mutagénésis basada en un modelado mole-
cular, descrito por Riechmann, L. y col., Nature 332 (1988)
323~-327 y Queen, C. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86
(1989) 10028-10033.

¥
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La presente invencién comprende ademi&s moléculas de
acido lnucleico que codifican un- anticuerpc mencionado
anteriormente., los vectores correspondientes que contienen
estos Acidos nucleicos y la correspondiente célula hospedante
para estos vectores. La invencidén abarca un método para la
obtencién de los anticuerpos que consiste en cultivar las
correspondientes células hospedantes en condiciones que
permitan la sintesis de dichas moléculas de anticuerpo y en
recuperar dichos anticuerpos de dicho cultivo, p.ej.
expresando un &4cldo nucleico que codifica una cadena pesada y
un Aacido nucleico que codifica una cadena ligera en una
célula hospedante procaridética o eucaridtica y recuperando
dicho polipéptido de dicha célula.

Se contemplan los usos diagnostice y terapéutico del
anticue'rpo. En una aplicacién diagnéstica, 1la 1nvencién
proporciona un método para determinar la presencia de la
proteina P-selectina que consiste en exponer una muestra, de
la que se sospecha que contiene P-selectina, a un anticuerpo
anti-P-selectina y en determinar la fijacién del anti-cuerpo
sobre la muestra. Para este uso, la invencién proporciona un
kit que contiene el anticuerpo e instrucciones de uso del
anticuerpo para detectar la proteina P-selectina.

Los 'anticuerpos de la presente invencién son utiles
para el tratamiento de enfermedades inflamatorias y trombé-
ticas. Talés enfermedades incluyen los trastornos vasculares,
por ejemplo la aterosclerosis, las trombosis arteriales, las
trombosis de venas profundas, la restenosis después de una

angioplastia .o colocacién de un catéter. Las aplicaciones
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preferidas son la enfermedad oclusiva de arterias periféricas
(PAOD) y la isquemla critica de extremidades (CLI). Otras
aplicaciones son el tratamiento de lesiones post-lsquémicas
de tejidos, mediadas por leucocitos, provocadas por infartos
de miocardio, episodios i1squémicos cerebrales (p.ej.
af:oplej.ia), el infarto renal y similares. Los anticuerpos son
iddéneos -ademAs para el tratamiento de la sepsis, de la lesién
pulmonar aguda, mediada por leucocltes, y 1las reacciones
alérgicas, por ejemplo el asma. Otras aplicacionea son la
prevenclién del rechazo de oOrganos trasplantades y las
enfermedades autoinmunes, incluida la artritis reumatoide.
Con la inhibicién de la adhesién de las células cancerosas en
circulacidén puede prevenirse ademds la metéstasis de tumores.

I..a invencién proporciona ademids un método para el
tratamiento de mamiferos que sufren los trastornos inflama-
torios y trombdticos reclén mencionados, en especial la PAOD
Yy la CLI (enfermedad oclusiva de arterias periféricas e
isquemia critica de extremidades, respectivamente).

La 1invencién proporciona ademis el usc de los anti-
cuerpos anteriores_para la terapla, p.ej. para la fabricacién
de medicamentos destinados al tratamiento de estas enferme-
dades. ’

La 1nvencién se refiere también al uso de los anti-
cuerpos definidos anterlormente para la fabricacién de una
composiciébn farmacéutica y comprende una composicién
farmacéutica que contiene un anticuerpo segin la invencién en

una cantidad farmacéuticamente eficaz, opcionalmente 3junto
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con un ;ampén y/o un adyuvante Util para la formulacidén de
anticuerpos para fines.farmacéuticos.

La invencitdn proporciona ademas composiciones farmacéu-
ticas que contienen dichos anticuerpos en un excipiente
farmacguticamente aceptable. En una forma de ejecucién, la
composiciédn farmacéutica éuede incluirse en un articulo de
fabricacién o kit.

La invencién proporciona lineas celulares de hibridoma,
que producen tales anticuerpos monoclonales antagonistas,
p.ej. los anticuerpos originales, segin la invencién.

Las lineas celulares preferidas de hibridoma segun la
invencién, hu-Mab<P-selectina>LC 1004~001 (anticuerpo HuMab
001) hu-Mab<P-selectina>LC 1004-002 ({anticuerpc HuMab 002) y
hu-Mab<P-selectina>LC 1004-017 (anticuerpo HuMab 017) se han
éepositado, con arreglo al Tratado de Budapest sobre el
reconocimientp internacional del depésito de microorganismos,
para los fines del procedimiento de patente en la Coleccién
Alemana de Microorganismes y Cultivos Celulares (Deutsche

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, DSMZ),

Alemania.

Linea celular n° depdsito | fecha depédsito
hu-Mab<P-selectina>LC 1004-001 | DSM ACC2640 30.03.2004
hu-Mab<P-selectina>LC 1004-002 | DSM ACC2641 30.03.2004
hu-Mab<P-selectina>LC 1004-017 | DSM RACC2642 30.03.2004

Los anticuerpos que pueden obtenerse a partir de dichas
lineas celulares son formas de ejecucién preferidas de la

invencibﬂ.
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Los anticuerpos segin la invencién se producen con
preferencia por -medios recombinantes. Tales métodos son
ampliaménte conocidos en el estado de la técnica y consisten
en la exéresién de la proteina en células procaridticas y
eucaridticas y el posterior aislamieﬁto del polipéptido del
anticuerpo y normalmente en la purificacién para obtener una
pureza farmacéuticamente aceptable:; Para la exﬁresién de la
proteina se insertan &cidos nucleicos que codifican cadenas
ligeras y pesadas o fragmentos de las mismas en vectores de
expresién aplicando métodos estidndar. La expresidn se realiza
en células hospedantes procaridticas o eucaridticas apro-
pladas del tipo células CHO, células NSO, células SP2/0,
células HEK293, células COS, levadura o células de E.coli y
se recupera el anticuerpo de las células (liquido sobrena-
dante o células después de la lisis).

La produccién recombinante de anticuerpos es bien
conoclda en el estado de la técnica y se describe por ejemplo
en los articulos de revisidn de Makrides, S.C., Proteln Expr.
Purif. 17 (1999) 183-202; Geisse, S., y col., Proten Expr.
Purif. 8 (1996) 271-282; Kaufman, R.J., Mol. Bilotechnol. 16
{2000} 151-161; Werner, R.G., Drug Res. 48 {(1598) 870-880.

Los anticuerpos pueden estar presentes en células
enteras, en un lisado celular o en forma parcialmente purifi-
cada o sustancialmente pura. La purificacién se realiza con
el fin de eliminar otros componentes celulares 1 otros
contaminantes, p.ej. cotros "4cidos nucleicos celulares o
proteinas, por técnicas esténdar, incluido el tratamiento

alcalino/SDS, 15 cromatografia de columna y otros bien
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conocidos de la técnica. Véase Ausubel, F. y col., coord.,
Current Protaﬁols in Molecular Biology, Greene Publishing vy
Wiley Interscience, Nueva York (1987).

La expresién en células NSO ‘se desﬁribe p.ej. en
Barnes, L.M, y col., Cytotechnology 32 (2000) 109-123; vy
Barnes, L.M. y col., Bilotech. Biceng. 73 (2001} 261-270. La
expresién transitoria se describe p.ej. en Durocher, Y. ¥y
col., Nucl., Acids Res. 30 (2002) ES9. La clonaclén de'dominios
variables se describe en Orlandi, R. y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 66 (1989) 3833-3837; Carter, P. y col., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992) 4285-4289; y Norderhaug, L. ¥y
col.,- J. Immunol. Methods 204 (1997) 77-87. Un sistema
preferido de expresién transitoria (HEK 293) se describe en
Schlaeger, E.-J. y Christensen, K., Cytotechnology 30 (1999)
71-83 y en Schlaeger, E.-J., J. Immunol. Methods 194 (1996)
191-199,

Las secuencias de control que son idéneas para
procariotas, por ejemplo, incluyen un promotor, opcionalmente
una secuencia operadora y un sitioc para la fijacién de
ribosoma. Las células eucariotas se sabe que wutilizan
promotores, intensificadores y seflales de poliadenilacidn.

El &écido nucleico estd "unido operativamente" cuando
esta situvado en una relacién funcional con otra secuencila de
dcldo nucleico. for ejemplo, el DNA de una presecuencla o
guia secretorio estd unido operativamente al DNA de un
polipéptido si se expresa como una preproteina que ﬁartiqipa
en la secreclén del polipéptido; un promotor o intensificador

estd unido operativamente a una secuencla codificadora sl
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afecta la transcripcién de tal secuencia; o un sitio de unién
de ribosoma est& unido operativamente a una seéuencia
codific_édora si estA posicionado de forma que facilita la
traduccién. En general,_“unido op;rativamente“ significa que
las secuenclas de DNA que se van a Pnir son‘contiguas Y, en
el caso del guia secretorio, son contiguas y estan dentro del
marco de lectura. Sin embargo, los intensificadores no tienen
que estar contiquos. La unién se lleva a cabo por ligacién en
los sitios de restriccién convenlentes. Si tales sitios no
existen,' entonces se empleardn adaptadores o engarces de
oligonuclebétidos sintéticos con arreglo a las précticas
convencionales.

Los anticuerpos monoclonales se separan de forma
apropiada del medio de cultivo por procedimientos conQencio-
nales de purificacién de inmunoglobulina, por ejemplo, por
proteina A-Sepharose, cromatografia a través de hidroxil-
apatita, electroforesis a través de gel, dlalisis o cromato-
grafia de afinidad. E1 DNA y el RNA que codifican los
anticuerpos monoclonales se aislan facilmente y se secuenclan
utilizando procedimientos convenciénales. Las células de
hibridoma pueden servir de fuente de tales DNA y RNA. Una vez
aislado, el DNA puede insertarse en vectores de expresién,
que seguldamente se transfectan a células hospedantes, por
ejemplo células HEK 293, células CHO o células de mnmieloma
que, de otro modo, no producirian la proteina inmunoglobulina
para lograr la sintesls de anticuerpos monoclonales recombi-
nantes en las células hospedantes.

Las variantes (0o mutantes) de secuencia de aminodcidos
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de un anticuerpo anti-P-selectina  humanc sSe preparan
introduciendo cambios apropiados de ﬁuclebtidos en el DNA del
anticuerpo o aiﬁtetizando nucleétidos. Sin embargo, tales
modificaciones pueden llevarse a cabo Solamente en un margen
muy limitado, p.ej. el descrito anteriormente. Por ejempio,
las modificaciones no alteran las caracteristicas del
antieuerpo mencionado anteriormente, por ejemplo la fijacién
del isotipo de IgG y del epitope, pero '‘pueden mejorar el
rendimiento de la produccién recombinante, la estabilidad de
la proteina o facilitar la purificacién.

Puede sustituirse también cualquler resto cistelna que
no intervenga en el mantenimiento de la conformacién correcta
del anticuerpo anti-P-selectina, normalmente por serina, para
mejorar la establlidad a la ox;dacibn de la molécula y
prevenir reticulaciones aberrantes. También a la inversa, los
enlaces de cisteina pueden afladirse al anticuerpo para
mejorar su estabilidad (en particular cuando el anticuerpo es
un- fragmento dé anticuerpo, por ejemplo un fragmento Fv).

Otro tipo de varlante de aminoicidos del anticuerpo
altera el modelo original de glucosilacién del anticuerpo. Se
entlende por alterar la deleciétn de uno o varios restos
hidrato de carbonc existentes en el anticuerpo, "y/o la
adicién de uno o varios sitios de glucosilacibén que no estén
presentes en el anticuerpo. La glucoslilacién de anticuerpos
se realiza normalmente con enlaces N. Enlaces N significa la
unién del resto hidrato de carbono con la cadena lateral de
un resto asparagina. Las secuencias tripéptido de asparagina-

X-serina y asparagina-X-treonina, en las que X es cualquier
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aminodcido, excepto la prolina, son las Secuencias de
reconocimiento de la unién enzimitica del resto hidrato de
carbono’'a la cadena lateral de asparagina. Por lo tanto, la
presencia de estas secuencias tripéptido en un polipéptido
crea un sitilo ae glucosilacibébn potenclal. La adlicién de
sitios de glucosilacién al anticuerpo Qe lleva a cabo de modo
conveniente.a;terando la .secuenclia de aminocécidos de forma
que contenga una o varias de las secuengias tripéptido recién
descritas (para sitios de glucosilacién con enlaces N).

Las moléculas de A4cido nuclelco que codifican las
variantes de secuenclas de aminodclidos de anticuerpos anti-P-
selectina se obtienen por un gran ndmero de métodos, ya
conocidos de la técnica. Estos métodos incluyen, perc no se
limitan a: el alslamiento a partir de una fuente natural (en
el caso de variantes de secuencias de aminodcidos de
existencia natural) o la preparacién por mutagénesis mediada
por oligonuclettidos (o dirigida a un sitio), mutagénesis por
PCR y mutagénesis de cassette de una variante preparada
anteriormente o de una versién no varlante de un anticuerpo
anti-P-selectina humanizado. |

La invencién se reflere ademés a inmunoconjugados gque
contienen ellanticuerpo segin la invencién coniugado con un
agente citbtéxico, por ejemplc un agente quimioterapéutico,
una toxina (p.ej. una toxina activa enzimAticamente de origen
bacteriano, fhngico, vegetal o animal o fragmentos de la
misma), un isétopo radiactivo (es decir, un radioconjugado) o
un profarmaco (prodrug) de un agente para la profilaxis o

tratamiento de trastornos inflamatorios y trombdticos, en
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especial ' de la PACD y la CLI. Los conjugados del anticuerpo y
agente citotéxico se obtienen utilizando un gran niémero de
agentes de unién de proteinas bifuncionales, por ejemplo el
3-(2-piridilditiol)propionato de N-s.!.ucci-nimidilo {SPDP), el
iminotiolano (IT), los deriv.ados bifuncionales de imido-
ésteres. (por ejemplo el adipimidato de dimetile HCl), los
ésteres activos (como el suberato de disuccinimidilo), los
aldehidos (como el glutaraldehido), los compuestos bis-azido
(por ejemplo la bis (p—azidc;benzoil}hexanodiamina), los deri-
vados de bis-dlazonio (por ejemplo la bis- (p-diazon?.oben-
zoil)-etilendiamina-), los diisocianatos (por ejemplo el 2,6-
diisociar-lato de tolulleno) y los compuestos de ciiflﬁor activo
(por ejemplo el 1,5-difluor-2, 4-dinitrobenceno). Puede obte-
nerse, por ejemplo, una inmunotoxina de ricino del modo des-
crito por Vitetta, E.S. y col., Sc¢lence 238 (1987) 1098-
1104). El A4cido 1l-isotiocianatobencil-3-metildietileno-tri-
aminapentaacético (MK-DTPA] marcado con carbono 14 es un
ejenplco de agente 'quelante para la.conjugacién de radionu-
cledétidos con el anticuerpo. Véase WO 94/11026.

Otrc tipo de modificacién covalente implica la adiclén
de glucésidos por via quimica -o enzimat.ica al anticuerpo.
ﬁstos procedimientos son ventajosos por cuanto no requieren
la produccién del anticuerpo en una célula hospedante que
tenga capacidad de - glucosilacién con uniones N u 0.
Dépendiendo del modo de unién utilizado, el o los azdcares
pueden unirse a (a) arginina ‘e histidina, (b) grupos
carboxilo libres, (c) grupos sulfhidrilo libres, como los de

la cisteina, (d) grupos hidroxilo libres, comoc los de la
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serina, treonina o hidroxiprolina, (e) restos aromiticos, por
ejemplo los de fenilalanina, tirosina o triptéfano o (f) el
grupo amid;-de'la glutamina. Estos métodos se describen en
wo 87/05330:y en Aplin, J.D. ¥ Wriston, J.C. Jr., CRC Crit.
Rev. Biochem. (1981) 259-306.

lLa eliminacién de cualquier restoc hidrato de carbono
que esté presente en el anticuerpo puede llevarse a cabo por
via quimica o enzimatica. La desglucosilacidén gquimica
requiere la exposicién del an;icuerpo al compuesto 4cido
trifluormetanosulfénico o un compuesto equivalente. Este
tratamiento produce la rotura de la mayor parte o de todos
los azdcares, excepto el aziicar de unidén (N-acetilglucosamina
o N-acetilgalactosamina), quedando intacto el antlcuerpo. La
desglucosilacién quimica-se describe en Sojahr, H.T. ¥y Bahl,
0.P., Arch. Biochem. Biophys. 259 (1987} 52-57 y en Edge, A.
S. vy col.,_Anal. Blochem. 118 (1981} 131-137. La rotura enzi-
matica de los restos hidrata de carbono de los anticuerpos
puede llevarse a cabo aplicando una gran variedad de endo- y
exo-glucosidasas del modo descrito por Thotakura, N.R. ¥
Bahl, 0.P., Meth. Enzymol. 138 (1987) 350-359.

Otro tipo de modificacién covalente del anticuerpo
consiste en unir el anticuerpo a uno de los muchos polimeros
no proteinicos, p.ej. el polietilenglicol, el polipropi-
lenglicocl o polli{bxidos de alquileno), del modo descrito en
las patentes US-4,640,835; 4,496,689; 4,301,144; 4,670,417;
4,791,192 6 4,179,337. |

En otro aspecto, -la invencién proporciona células B

aisladas de un animal transgénico no humano, p.ej. un ratén
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transgénico, que expresa el anticuerpo anti-P-selectina
humano (p.ej. los anticuerpcs originales produc;dos por una
linea celular, elegidﬁ entre el conjunto formado por la hu-
Mab<P-selectina>LC 1004-001 (DSM ACC2640), hu-Mab<P-selec-
tina>LC 1004-002 ‘(DSM ACC264l1l) y hu-Mab<P-selectina>LC 1004-
017 (DSM ACC2642) segin,la invenci?nL Los ratonea KM son
ratones transcromosémicos 1déneos. El ratén KM contiene un
transcromosoma de cadena pesada humano y un transgén de
cadena ligera Kkappa humano. Los genes de cadena pesada y
1igéra de ratétn enddgeno pueden haberse roto también en los
ratones KM de modo que la inmunizacién de loa ratones conduce
a la produccién de inmunoglobulinas humanas antes que a la
produccién de inmunoglobulinas de ratén. E1 disefio de ratones
KM y su utilizacién para generar inmunoglobulinas humanas se
describe con detalle en el documento WO 02/43478.

Las células B alsladas se obtienen con preferencia de
un animal transgénico no humano, p.ej. un ratén transgénico,
gque se ha ‘inmunizado con una forma purificada o recombinante
del antigeno anti-P-selectina y/o células que expresan la P-
selectina. El animal transgénico no humano, p.ej. un ratén
trapsgénico, tiene con preferencia un genoma que consiste en
un transgén de cadena pesada humano y un transgén de cadeqa
ligera humano que codifica todo el anticuerpo de la invencibp
o una porcién del mismo. Las células B aisladas gse
inmortali;an seguidamente para proporcionar una fuente (p.ej.
un hibridoma) de anticuerpos anti-P-selectina humanos. Por lo
tanto, la presente invencién proporciona también un hibridoma

capaz de producir antiéuerpoa monoclonales humanos segin la
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invencién. En una forma de ejecuclén, el hibridoma incluye
una célula B obtenida de ﬁn animal transgénico no humano,
p.ej., un ratdn transgéﬁico que tiene un genoma que contiene
un transgén de cadena pesada humand y un transgén de cadena
ligera humano que codifican a todo el anticuerpo de 1la
invencibﬁ 0 una pérte del mismo, fusionado sobre una célula
inmortalizé#a.

En una forma particular de ejecucidén, el animal
transgénico no humano es un ratén transgénico que tlene un
genoma provisto de un transgén de cadena pesada humano y un
transgén de cadena ligera humano que codifican todo el
anticuerpo de la invencién o una porcién del mismo. El animal
transgénico no humano puede inmunizarse con una preparacién
purificada o enriqueciqa en el antigéno de P-selectina vy/o
células que éxprésan la P-selectina. El animal transgénico no
humano, b.ej. el ratdé]n transgénico, es capaz con preferencia
de producir isotipos de P-selectina de anticuerpos mono-
clonales humanos de la P-selectina.

Los anticuerpos monoclonales humancos gegiin la invencién
pueden producirse inmunizando un animal transgénico no
humano, p.el. un ratémn +transgénico, que tgpga un genoma
provisto de un transgén de cadena pesada humano 'y un transgén
de cadena ligera humano que codifica todo el anticuerpo de la
invencién o una porcién del mismo, con una preparacién
purificada o enriquecida en antigeno de P-gelectina y/o
células que expresan la P-selectina. Después se obtienen las
células B (p.ej. células B del bazo) dél animal y se fusionan

con células de mieloma para formar células inmortales de
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hibridoma que secretan anticuerpos monoclonales humanos
contra la P-selectina.

En una forma preferida de ejecucidn, los anticuerpos
monoclonales humanos dirigidos contra la P-selectina pueden
generarse utilizando ratones tr;msgénicoa que lleven partes
del sistema inmune. humano con preferencia sobre el sistema
murine. Estos ratones transgénicos, denominados en la
descripcién ratones "HuMab", contienen un minilocl de gen de
inmunoglobulina humana que codifica genes no realineados de
inmunoglobulina humana, que incluyen la cadena pesada (p y ¥)
y cadena ligera kX (genes de regidn constante), Junto con
mutaciones dirigidas que inactivan los loci endégenos de las
cadenas- B ¥ K (Lonberg, N. 'y col., Nature 368 (1994) B856-
B59). Por consiguiente, los ratones presentan una expresién
expresién reducida de la IgM o K dea ratén y, en respuesta a
la inmunizacién, los transgenes humanos de cadena pesada y
ligera introducidos sufren desviacién de grupo y mutaclédn
somidtica para generar anticuerpos monoclonales IgG humanos de
alta afinidad (Lonberg, N. y col., Nature 368 (1994) 856-859;
revisién en Lonberg, N., Handbook of Experimental
Pharmacology 113 (1994) 49-10l1; Lonberg, N. y Huszar, D.,
Intern. Rev. Immunol. 25 (1995) 65-93; .y Harding, F. ¥
Lonberg, N., Ann. N. Acad. Sci._764 (1995) 536-546). lLa
obtencibn_de ratones HuMab se describe en Taylor, L. y col.,
Nucleic Aclids Research 20 (1992) 6287-6295; Chen, J. y col.,
International Immunology 5 (1993) 647-656; Tuaillon, N. y
col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993) 3720-3724; Chod,
T.K. y col., Nature Genetics 4 (1993) 117-123; Chen, J. ¥y
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col., EMBO J. 12 (1993} 821-830; ?uaillon, N. y col.,
Immuncl. 152 (1994) 2912-2920; Lonberg, N. y cél.,-Nature 368
(1994) B56-859; Lonberg, N., Handbook of Experimental
Pharmacology 113 (1994) 49-101; Taylor, L. y col., Int,
Immunol. 6 (1994) 579-591; Lonberg, N. y Huszar, D., Intern.
Rév. Immunol. 25 (1995) 65-93; Harding, F. y Lonberg, N.,
Ann. N, Acad. Sci. 764 (1995) 536-546; Fishwild, D.M. y col.,
Nat. Blotechnol. 14 (1996) 845-851, los cgntenidos de dichas
publicaciones se incorporan a la presente descripcién en su
totalidad como refqrencias. Véanse ademids las paténtes Us-
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 94/25585; WO 93/1227; WO 92/22645; y WO
92/03918.

Para generar anticuerpos monoclonales totalmente
humanos contra la P-selectina pueden inmunizarse los ratones
HuMab con una preparécibn purificada o enriquecida en anti-
geno de P-selectina y/o células que expresan la P-selectina
con arreglo al método general, descrito por Lonberg, N. Yy
col., Nature 368 (1994) 856-859; Fishwild, D.M. y col., Nat.
Biotechnol. 14 (1996) 645-851 y WO 98/24884. Lgos ratones
tendran con preferencia una edad de 6-16 semanas en el
momento de la primera inmunizacién. Puede utilizarse, por
ejemplo, una preparacién purificada o enriquecida en antigeno
soluble de P-selectina (p.ej. purificada a partir de células
que expresan la P-selectina) para inmunizar los ratones HuMab
por via intraperitoneal. En el caso de que las inmunizaciones

empleando una preparacién purificada o enriquecida en
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antigeno de P-selectina no produzcan anticuerpos, los ratones
podran inmunizarse tambilén con células que expresan la P-
selectina, p.ej. una linea celular tumoral, para promover
respuestas inmunes. .La experiencia acumulada con varios
antigenos pone de manifiesto’ que los ratones HuMab transgé-
nicos responden muy bien cuando se inmunlzan inicialmente por
via intraperitoneal (i.p.) con el antigeno en un adyuvante de
Freund completo y posteriormente se inmunizan en cualquier
otra semana (por ejemplo, hasta un total de 6) por via i.p.
con el antigeno en un adyuvante de Freund incompleto. Puede
hacerse el seguimiento de la respuesta inmune a lo largo del
programa de inmunizacién con muestras de plasma obtenidas por
sangrados retroorbitales. El plasma puede analizarse con un
ensayo ELISA y los ratones con una concentracién suficiente
de inmunoglobulina humana anti-P-selectina pueden utilizarse
para la inmortalizacién de las células B correspondientes.
Los ratones pueden estimularse por via intravenocsa con el
antigeno de 3 a 4 dias antes del sacrificlo y extraccién de
los nodos esplénicos y linfaticos. Se espera que tengan que
realizarse 2-3 fusiones para cada antigeno. Se inmunizan
varios ratones para cada antigeno. Por ejemplo, puede
inmunizarse un total de doce ratones HuMab de las cepas HCo7
y HCol2.

Los ratones HCo7 tienen una disrupcién JKD en sus genes
enddgenos de cadena ligera (kappa) (descrita en Chen, J. ¥y
col., EMBO J. 12 (1993) 821-830), una disrupcién CMD en sus
genes enddgenos de cadena pesada (descrita en el ejemplo 1

del documento WO 01/14424), un transgén de cadena ligera
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kappa humano KCo5 (descrito en Fishwild, D.M. y col., Nat.
Biotechnol. 14 (1996) 845-851), y un transgén HCo7 de cadena
pesada humano (descrito en la paﬁente.Us-5,770,429).

Los ratones HCol2 tienen una disrupcién JKD en sus
genes endbgaﬁos de cadena ;igera (kappa) (descrita en Chen,
J., y col., EMBO J. 12 (1993) 821-830), una disrupclén CMD en
sus genes endbdgenos de cade;a pesada (descrita en el ejemplo
1 del documento WO 01/14424), un ‘tfansgén KCo5 de cadena
ligera kappa humano (descrito en Fishwild, D.M, y col., Nat.
Blotechnol. 14 (1996) 845-851), y un transgén HCol2 de cadena
pesada humano ({descrito-en el ejemplo 2 del documento WO
01/14424) . Los linfocitos de ratén pueden aislarse y fusio-
narse con una linea celular de mieloma de ratén empleando PEG
en base a programas esténdar para generar hibridomas. A
continuacién se exploran los hibridomas resultantes para
producir anticuerpos especificos de antigeno. Por ejemplo, se
fusionan suspensiones celulares individuales de linfocitos
derivados de nodos esplgnicos y linfaticos de ratonesa
inmunizados con un sexto del numero de las células de mieloma
de raté4n que no secretan SP 2/0 (ATCC, CRL 158l1) con un 50%
de PEG. Se deposltan las células en placas de microvaloracién
de fondo plano a razén de 2 x 10°, a continuacién se incuban
dur&nte unas dos semanas en un medio selectivo.

Después se exploran los hoyos individuales con un
ensayo ELISA en busca de los anticuerpos IgM e IgG mono~
clonales anti-P-selectina humanos. Una vez se ha producido el
crecimiento extensivo del hibridoma, se analiza el medio,

normalmente después de 10-14 dias. Se vuelven a colocar en
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placas los anticuerpos que qecretan hibridomas, se exploran
de.ﬂuevo y, 8l todavia da resultado positivo de anticuerpos
monoclonales IgG anti-P-selectina humanos, entonces pueden
subclonarse por lo menos dos veces limitando ‘la dilucién.
Seguidamente se cultivan los subclones estables "in vitro"
para producir anticuerpos en un medio de cultivo de tejido
para la caracterlzacién.

Dade que se qtribuyen a las secuenclas CDR las
interacciones anticuerpo—-antigeno, e€es posible expresar los
antlcuerpos recombinantes segin la invencién construyendo
vectores de expresién que incluyan las secuencias CDR segin
la invencién sobre secuenclias de armazén de un anticuerpo
humano diferente (ver, p.ej. Riechmann, L. y col., Nature 332
(19998) 323-327:; Jones, P. y col., Nature 321 (1986) 522-525;
Y Queen, C. y col., Proc. Natl. Acad. U.S.A., 86 (1989)10029-
10033). Dichas secuencias de armazén pueden obtenerse de
bases de datos -ptiblicas de DNA que incluyen secuenclas de
genes de anticuerpos humanos de linea germinal. Estas
secuenclias de linea germinal serdn diferentes de las
secuencias de genes de anticuerpos maduros porque no lncluyen
genes variables completamente ensamblados, que se forman por
unién de V(D)J durante la maduracién de la célula B. Las
secuenclas de genes de linea germinal diferiran también de
las secuencias de un antlicuerpo de repertorio secundario de
gran afinidad tanto en la regién constante individual como en
la variable.

La invencidén se refiere ademds al uso de un anticuerpo

segin la invenclédn para el dlagnéstico de la P-selectina "in
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vitro", con preferencia mediante un ensayo inmunolédgico que
detgrmine la fijacién entre la P-selectina de una muestra y
el anticuerpo de la invencién.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una
composiclién, p.ej.-una composicidén farmacéutica, que contiene
un anticuerpo monoclonal humano o una combinaclén de anti-
cuerpc monoclonales humanos, © 1la pércibn de los mismos que
se une a ﬁn antigeno, de la presente invencién, formulados
junto con un excipiente farmacéuticamente aceptable, MAs en
concreto, la composiciédn es una composicién farmacéutica o de
diagnéstico y de modo todavia mas especifico la compoaicién
farmacéutica contiene un anticuerpc ya definido anteriormente
y por lo menos un exciplente farmacéuticamente aceptable.

~ Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden
administrarse también en teraﬁias de combinacidén, es decir
combinadas con otros agentes. Por ejemplo, la terapia de
combinacién puede incluir una composicién de ia presente
invencién con por lo menoQ un agente uUtil para la profilaxis
o0 el tratamiento de una enfermedad asocliada con la isquemia
critica de extremidades (CLI/PAOD) u otra terapla conven-
cional.

Tal como se utiliza en esta descripcién, "excipiente
farmacéuticamente aceptable"” indica uno cualquliera y todos
los disolventes, medios de dispersién, recubrimientos,
agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y
retardantes de absorcién y similares qué son fisloléglicamente
compatibles. El excipiente es con preferenclia i1ddéneo para la

administracidén intravenosa, intramuscular, subcutédnea, paren-
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teral, espinal o epidérmica (p.e]. pediante inyeccién o
infusién}.

Una "sal farmacéuticamente aﬁeptable" significa una sal
que conserva la actividad bilolégica deseada del anticuerpo y
no aporta efectos toxicolbgicoé molestos de ningdn tipo
(véase p.ej. Berge, S.M. y col., J. Pharm, Sci. 66 (1977) 1-
19). Dichas sales se inclﬁyen en la invencién. Son ejemplos
de dichas sales las sales de adicién de &cido y las sales de
adicién de base. Las sales de adicién de acldo incluyen las
derivadas de Acldos inorgénicos no toéxicos, por ejemplo las
sales clorhidrato.

Una _composicibn de la presente invencién puede
administrarse mediante gran nimero de métodos ya conocidos en
la técnica. El experto en la materia comprender4 féacilmente
que la via y/o el modo de administracién pueden variar en
funcién de los resultados deseados.

Para administrar un compuesto de la invencién mediante
determinadas vias de administracién, puede ser necesario
recubrir el compuesto con, © co-adminlstrar el compuesto con
un material para impedir su inactivaciédn. Por ejemplo, el
compuesto puede administrarse a un sujeto en un excipiente
apropiado, por ejemplo, 1ipoaomast © un diluyente. Los dilu-
yentes farmacéuticamente aceptables incluyen la solucién
salina y las soluciones acuosas tamponadas.

Los vehiculos o exclpientes farmacéuticamente acepta-
bles incluyen las soluciones o dispersiones acuosas estérlles
y los polvos estériles para la preparaclén extemporinea de

soluclones o dispersiones inyectables estériles. El1 uso de

%3
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tales medios y agentes para principlos actlvos .farmacéuticos
ya es conocido en la técnica.

Las frases "administracién parenteral" y "administrado
por via parenteral"” que se emplean en esta descripclidédn in-
dican modos de administracién distintos de la administracién
enteral y tépica, normalmente mediante inyeccidn e incluyen,
sin limitacién, la inyeccién intravenosa, intramuscular, in-
traarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intra-
cardiaca, intradérmica, int;aperitonaal, transtraqueal, sub-
cutinea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, sub-
aracnoldea, intraespinal, epidural e intraesternal asi como
la infusién.

Estas composiclones pueden contener ademés exciplentes
o adyuvantes, por ejemplo conservantes, agentes humectantes,
agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencién
de la presencia de microorganismos puede asequrarse tanto por
procedimientos de esterilizacién, ver antes, como por 1la
inclusién de diversos agentes antibacterianos y antifiingicos,
por ejemplo, paraben, clorobutanol, fenol, A&cido sérbico y
simlilares. Puede ser también deseable 1integrarse en 1las
composiciones agentes isotédnicoa, por ejemplo azicares,
cloruro sédico y similares. Ademids, la absorclédn proloengada
de la forma farmacéutica inyectable puede realizarse mediante
la 1nclusi§n de agentes que retardan la absorcién, por
ejemplo el monoestearato de aluminio y la gelatina,

Con independencia de la via de administracién que se
elija, los compuestos de la presente invencién, que pueden

utilizarse en una forma hidratada idénea y/o las composi-
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ciones farmacéuticas de la presenté invenclédn se formulan en
formas de doéificacién farmacéuticamente aceptables mediante
métodos convencionales ya conocidos de los expertos en la
materia.

Los niveles actuales da dosificacién de los ingre-

dientes activos de las composiciones farmacéuticas de la

" presente invencién pueden varlarse con el fin de obtener una

cantidad de ingrediente activo que sea eficaz para lograr la
fespuesta terapéutica deseada en un paclente particular, en
una composicién y modo de administracién concretos, sin que
sea tdéxica para el pacliente. El nivel de dosificacién elegido
dependera de un éran nimero de factofes farmacocinéticos,
incluida la actividad de las composiclones particulares de la
p;esente invencién que se empleen, o del éster, sal o amida
de las mismas, la via de administracién, el tiempo de admi-
nistracién, la velocidad de eliminacién de un compuesto
concreto que se emplee, la duracidén del tratamiento, otroas
farmacos, compuestos y/o materiales que se empleen en combi-
naclién con las composiciones concretas aplicadas, la edad, el
sexo, el peso, el estado fisico, el estado de salud y el
historial médico anterior del pacienFe que sSe va a tratar y
factores similares, que los facultativos médicos conocen
bien. Una dosificacién semanal tipica puede situarse entre

0,1 mg/kg vy 20 mg/kg o més, en funcldn de los factores recién

menclonados.

La composicién tiene que ser estérll y fluida hasta el
punto de que dicha composicién pueda adminigtrarse con una

jeringuilla. AdemAs de agua, el exciplente puede ser una

18€
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solucién salina tamponada isoténica, etanol, poliol (por
ejemplo, glicgrina, propilengiicol y polietilenglicol liquido
Y s;milares) asi como las mezclas adecuadas de los mismos.

La fluldez adecuada puede mantenerse, por ejemplo,
utilizando un recubrimiento, por ejemplo lecitina,
manteniendo el tamaflo de particula requerido en el caso de
una dispersién y empleando tensioactivos. En muchos casos es
preférible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, ezicares,
polialcoholes, como la manita o la sorbita, y cloruro sbdico
en la composicién. La absorcién de larga duracién de las
composiciones inyectables puede lograrse incluyendo en la
composicién un agente que retarde la absorcién, por ejemplo,
el monoestearato de aluminio o la gelatina.

La invenciétn comprende un método para el tratamiento de
un paclente que necesite una terapla, caracterizado porque se
administra al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz
de un anticuerpo que se fija asobre la P-selectina, que
contiene una parte Fc @erivada de un origen humano y que no
se fija sobre el factor de complemento Clé.

La invencié4n comprende el uso de anticﬁerpo que fija la
P;aelectina, contiene una parte Fc derivada de un origen
humano y no fija el factor de complemento Clg para fines
terapéuticos.

La invencién comprende el uso de un anticuerpo que fija
la P-selectina, contiene una parte Fc derivada de un origen
humano y no fija el factor de complemento Clq para la fabri-
caclén de un medicamento destinado a la profilaxis y el tra-

tamiento de trastornos inflamatorios y trombdticos.
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La invencién comprende el uso de un anticuerpo que fija
la P-selectina, contiene una parte Fc derivada de un prigen
humano y no fija el factor de cdmplemenﬁo Clq para el trata-
miento de la PROD y la CLI.

La presente invencién proporciona, pues, un anticuerpo
que se fija sobre la P-selectina, no se fija sobre el factor
de complemento Clg, contliene.una parte Fc derivada de un
origen humano y estad caracterizado porque dicho anticuerpo es
un anticuerpo del subgrupo humano IgGl, que contiene por lo
menos una mutacién en el resto L234, 1235, D270, N297, E318,
K320, K322, P331 y/o P329 o es un anticuerpo del subgrupo
humano IgG4 en el que $228.ae ha reemplazado por P y L235 se
ha reemplazado por E. En una forma de ejecucién, el
antlcuerpo es un anticuerpo humanoc. En otra forma de
ejecucién, el anticuerpo es un anticuerpo hpmanizado.

En una forma de ejecucidn, la presente invencién pro-
porciona un anticuerpo que se fija gobre la P-selectina, no
se flja sobre.el factor de complemento Clg, coritiene una
parte Fc derivada de un origen humano y estd caracterizado
porque dicho anticuerpo es un anticuerpo del subgrupo humano
IgGl, que contliene por lo menos una mutacién eﬁ L234, L235,
D270, N297, E318, K320, K522, P331 y/o P329 o es un
anticuerpo del subgrupo humano IgG4 en el que 8228 se
reemplaza por P y L235 se reemplaza por E, en el que la no
fijacidn del anticuefbo sobre el factor de complemento Clg se
refiere a una medicién realizada mediante un ensayo ELISA en
el que la fijacibédn méxima (Bmax) del Clq al anticuerpo en una
concentracién de 10 pg/ml del anticuerpo es £ 30% de la Bmax

3
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del anticuerpo LC 1004-002 de la linea celular tiu-Mab(P-
selectina>-LC 1004-002 (DSM ACC2641). En otra forma de eje-
cucién, la fijacién méxima es S 20% de la Bmax del anticuerpo
LC 1004-002 de la linea celular hu-Mab<P-selectina>LC 1004-
002 (DSM ACC2641). -

En una forma .de ejecuciédn, la presente invenciébdn
proporciona un anticuerpo que se fija sobre la P~selectina,
no se fija sobre el factor de complemento Clq, contiene una
parte Fc derivada de un origen humano y estd caracterizado
r;orque dicho anticuerpc es un anticuerpo del subgrupo humano
IgGl, que contiene por lo menos una mutacién en L2234, L235,
D270, N297, E318, K320, K322, P331 y/o P329 o es un
anticuerpo del subgrupo humano IgG4 en el gque 5228 se
reemplaza por P y L235 se reemplaza por E, en el que al
anticuerpo se fija sobre la P-selectina con un valor Kp de
menos de 10 M en un ensayo BIAcore. En otra forma de
ejecucién, el valor de K, se sitia entre 107 y 107 M.

En i:n_a forma dé ejecucién, la presente invenciédn
proporciona un anticuerpo que se fija sobre la P-selectina,
no se fija sobre al factor de complemento Clq, contiene una
parte F¢ derivadé de un origen humano y eatd .caracterizado
porque dicho anticuerpo es un anticuerpo del subgrupo humano
IgGl, que contiene por lo menos una -mutacién en L234, L235,
D270, N297, E318, K320, K322, P331 y/o P329 o es un anti-
cuerpo del subgrupo humano IgG4 en el que 5228 se reemplaza
por P y L235 se reemplaza por'E, en el que el anticuerpo se
fija sobre la P-—select.ina con una especificidad por lo menos

1000 mayor que sobre la E- y/o L-selectina seqglin se determina

\%



10

15

20

25

- 64 -

a partir de los valores de ECs; hallados en un ensayo ELISA,
en el que se recubre la placa de microvaloraclédn con la P- ¥y
E- _y/o L-selectina. En otra forma de ejecucién, los valores
de ECso de los transfectantes de E- y L-selectina se sitdan
por encima de 100 pg/ml.

En una forma de ejecucién, la presente invencién
proporciona un anticuerpo que se fija socbre la P-selectina,
no se fija sobre el factor de complemento Clg, contiene una
parte Fc derivada de un origen humano y estid caracterizado
porque dicho anticuerpo es un anticuerpo del subgrupo humano
IgGl, que contiene por lo menos una mutacién en L234, L235,
D270, N297, E318, K320, K.'3-22, P331 y/o P329 o es un anti-
cuerpo del subgrupo humano IgG4 en el que 5228 se reemplaza
poi: P y L235 se reemplaza por E, en el que el anticuerpo
inhibe la adhesién de células HL60 similares a leucocitos
sobre la P-selectina purificada con un valor de ICsp no
s_uperior_ a l pyg/ml. En otra forma de ejeéucibn, el valor de
ICso se sitda entre 0,08 y 0,5 ug/ml. En otra forma de
ejecucién adic.:ional, el valor de ICs estid comprendido entre
0,08 y 0,11 pg/ml.

En una forma de ejecucién, 1la presente invencidén
proporclona un anticuerpo que se fija sobre la P-selectina,
no se fija sobre el factor de complemento Clg, contiene una
parte Fc derivada de un origen humano y esta caracterilizado
porque dicho anticuerpo es un anticuerpo del subgrupo humano
IgGl, que contiene por lo menos una mutacién en L234, L235,

D270, N297, E318, K320, K322, P331 y/o P329 o es un anti-

37T
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cuerpo del subgrupo humano IgG4 en él que S228 se reemplaza
por P Q L235 se reemplaza por E, en el que

(a) la adhesién de las células HL60 simllares a
leucocitos sobre las plaquetas activadas se inhibe con un
valor de ICsx situado entre 0,05 y 0,3 pug/ml;

tﬁ) el anticuerpo inhibe la interacclén de los leuco-~
citos con una monocapa de plaquetas en mAs del 70%;

(c) e; anticuerpo inhibe la adhesién de leucocitos
sobre células endoteliales activadas de un sistema de flujo
humano en un intervalo del 60 al 90% en una concentracién de
3 ug/ml;

(d} el anticuerpo no fija la proteina C3;

(e) el anticuerpo no despliega citotoxicidad depen-
diente del complemento (CDC);

{f) el anticuerpo no se fija sobre receptores Fcy de
células efectoras NK; o

(g) el anticuerpo no despliega citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo (ADCC).

En una forma de ejecucibn{ la presente invenciédn pro-
porciona un anticuerpo que se fija sobre la P-selectina,
caracterizado porque la secuencla variable de aminod&cidos de
cadena pesada CDR3 de: dicho anticuérpo ge elige entre el
grupo formado por las secuenclas CD§3 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 38, 39, 40, 41 o 42.

En una forma de ejecucidn, la presente invencidn
proporciona un anticuefpo que se fija sobre la P-selectina,
que consta de una cadena pesada variable'y uﬁa cadena ligera

variable, caracterizado porque la cadena pesada variable
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contiene las secuencias CDR siguientes: CDR1, CDR2 y CDR3 ¥y
la CDR1 se ‘elige entre el grupo formado por las SEQ ID NO:
29, 30, 31 y 52; la CDR2 se elige entre el grupo formado por
las SEQ ID NO: 33, 34, 35, 36 y 37; y la CDR3 se elige entre
el grupo formado por las SEQ ID NO: 38, 39, 40, 41 y 42;
dichas CDR se eligen con independencia entre si.

En una forma de ejecuclén, 1la presente Iinvencién
proporciona un anticuerpo caracterizado porque la cadena
ligera variable contiene las secuencias CDR siguientes: CDRI1,
CDR2 y gDR3; y la CDR1 se elige entre las SEQ ID NO: 43 y 44;
la CDR2 se ellge entre las SEQ ID NO: 45 y 46; y la CDRJ se
elige entre las SEQ ID NO; 47, 48, 49, 50, 51 y 52; dichas
CDR se eligen con independencla entre si.

En uvna forma de ejecuciébn, la presente invencién
proporciona un anticuerpo, caracterizado porque dicho
anticuerpo se fija sobre la P-gselectina y porque el
anticuerpo contiene una regién variable, elegida con
independencia entre el grupo formado por:

a) el dominio variable de cadena ligera definido por la
secuencla de aminodcidos SEQ ID NO: 1 y el dominlo variable
de cadena pesada definiqo por la SEQ ID NO: 2;

b) el dominio variable de cadena ligera definido por la
secuencia de aminodcidosa SEQ ID NO: 3 y el dominio variable
de cadena pesada definido por la SEQ ID NO: 4;

c) el dominlo variable de cadena ligera definldo por la
secuencla de aminoAcidos EEQ ID NO: 5 y el dominio variable
de cadena pesada definide por la SEQ ID NO: 6;

d) el dominlo variable de cadena ligera definido por la

B\
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secuencia de aminoicidos SEQ ID NO: 7 y el dominio variable
de cadena pesada definido por la SEQ ID NO: 8;

e) el dominio variable de cadena ligera definido por la
secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 9 y el dominio wvariable
de éadeng pesada definido por la SEQ ID NO: 10;

f) el dominlo variable de cadena ligera definido por la
secuencia de aminoécidos SEQ ID NO: 11 y el dominio variable
de cadena pesada -definido por la SEQ ID No:'12;

g) el dominio variable de cadena ligera definido por la
secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 13 y el dominio varipble
de cadena pesada definido por la SEQ ID NO: 14:

h} el dominlo variable de cadena ligera definido por la
secuencla de aminoicidos SEQ ID NO: 15 y el dominio variable
de cadena pesada definido por la SEQ ID NO: 16;

"1) el dominio variable de cadena ligera definido por la
secuencia de aminoAcidos SEQ ID NO: 17 vy el dominio variable
de cadena besada definido por la SEQ ID NO: 18;

3} el dominio varieble de cadena ligera definido por la
secuencia de aminoAcidos SEQ ID NO: 19 y el dominio variable
de cadena pesada definido por la SEQ ID NO: 20; y

'x) el dominio variable de cadena ligera definido por la
secuencla de aminodcidos SEQ ID NO: 21 y el dominio variable
de cadena pesada definido por la SEQ ID NO: 22.

En una forma de ejecucién, 1la presente Iinvencidén
proporciona un anticuerpoc que se fija sobre la P-selectina,
no se fija sobre el factor de complemento Clg, contiene una
parte Fc derivada de un origen humano y estd caracterizado

porque dicho anticuerpo es un anticuerpo del subgrupo humano

(45
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IgGl, que contiene por lo menos una mutacién en L234, L235,
D270, N297, E318, K320, K322, P331 y/o P329 o es un anti-
cuerpo del subgrupo humano IgG4 en el que S228 se reemplaza
ﬁor P y L235 se reemplaza por E, en el que el anticuerpo
contiene las regiones CDR1l, CDRZ y CDR3 del dominio variable
de cadena ligera definido por la secuencla de aminoécidos SEQ
ID NO: 3 y las regiones CDRl, CDR2 y CDR3 del dominio
variable de cadena pesada definido por la SEQ ID NO: 4. En
otra forma de ejecuciédn, el anticuerpo comprende el dominio
variab}e de cadena ligera definido por la secuencia de
aminoAdcidos SEQ ID NO: 3 y el dominio variable de cadena
pesada definido por la SEQ ID NO: 4.

En una forma de ejecuclén, la presente invencién
proporciona un anticuerpo &ue se fija sobre la P-selectina,
no se fija sobre el factor de complemento Clg, contiene una
parte Fc derivada de un origen humano y estd caracterizado
pordue dicho anticuerpo es un anticuerpo del subgrupo humano
IgGl, que contiene por lo menos una mutacién en L234, L235,
D270, N297, E318, K320, K322, P331 y/o P329 o es un anti-
cuerpo del subgrupo humano IgG4 en el que S228 se reemplaza
por P y L235 se reemplaza por E, en el que
' (a) el anticuerpo contlene por lo menos una mutacldédn de
aminoidcido en la parté Fec qﬁe proveoca la no fijacién sobre el
factor de complemento Clg;

(b) 1la regiétn constante de cadena pesada humana
contiene ' 1la secuencla de aminodcidos elegida con
independencia entre.el grupo formado por la SEQ ID NO: 25, la
SEQ ID NO: 26 y 28;

\>\
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(c) el anticuerpo contiene una regidn constante de
cadena ligera x definida con la SEQ ID NO: 23;

{d) el anticuerpo contiene por lo menos una mutacidn de
aminodcido que provoca la no’ fijacién sobre el complemento
Clq;

(e) el anticuerpo contigne una regién constante de
cadena pesada elegida entre el grupo formado por IgGlvl,
IgGlv2 y ingvl; o}

{(f) el anticuerpo es un fragmento Fab, F(ab')z © un
fragmento de cadena simple.

En una forma de ejecucién, 1la presente invencidn
proporciona un anticuerpe anti-P-selectina, caracterizado
porque a) es un anticuerpo humano ¢ humanizado y b) se fija
sobre la P-selectina con una especificidad por lo menos 1000
mayor que sobre la E- o la L-selectina a tenor de los valores
de ECsy medidos en un ensayo ELISA; en el que la placa de
microvaloraciédn se recubre con lg P- y E~ y/o L-selectina. En
otra forma de ejecuciédn, el anticuerpo contliene la secuencia
de aminoAdcidos definida por la regién constante de cadena
pesada yl de la SEQ ID NO: 24, 25 6 26 o la regidn constante
de cadena pesada y4 de la SEQ ID NO: 27 6 28. En otra forma
de ejecucién mas, el anticuerpo se produce en una linea
celular elegida entre el grupe formado por la hu-Mab<P-
selectina>LC 1004-001 (DSM ACC2640), la hu-Mab<P-selectina>LC
1004-002 (DSM ACC2641) y 1la hu—Mab<P-selectina>Lp 1004-017
(DSM ACC2642).

Se debe entender que la invencién proporciona las

formas de -ejecucién con las definiclones descritas en los

W
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paArrafos ante::iores, de [00129] 'a [00141], y también las
combinaciones de los mismos,

Los sigulentes ejemplos, referenclas, listados de
secuenclas y figuras se facilitan para ayudar la comprensidn
de la presente invencién, cuyo verdadero alcance se define en
las reivinc?icaciones anexas. Es obvio que se pueden intro-
ducir modificaciones en 1los pchedimientos descritos sin
apartarse del espiritu de la invenciédn. -

Descripcidén de los listados de secuencias.

SEQ ID NO: 1 1ILC1004-001 dominio variable de cadena ligera
del HuMab 1004-001

SEQ ID NO: 2 LC1004-001 dominio variable de cadena pesada
del HuMab 1004-001

SEQ ID NO: 3 LC 1004-002 dominlo variable de cadena ligera
del HuMab 002

SEQ ID NO: 4 LC 1004-002 dominio variable de cadena pesada
del HuMab 002

SEQ ID NO: 5 LC 1004-003 dominio variable de cadena ligera
del HuMab 003

SEQ ID NO: 6 LC 1004-003 dominio variable de cadena pesada
del HuMab 003

SEQ ID NO: 7 LC 1004-004 dominio variable de cadena llgera
(I) del HuMab 004 (1)

SEQ ID NO: 8 LC 1004-004 dominio variable de cadena pesada
(I) del HuMab 004 (I)

SEQ ID NO: 9 LC 1004-004 dominio variable de cadena ligera
(II) del HuMab 004 (II)

SEQ ID NO: 10 LC 1004-004 dominio variable de cadena pesada

J4
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(II) del HuMab 004 (II)

SEQ
005
SEQ
005
SEQ
010
SEQ
010
SEQ
010
SEQ
010
SEQ
010
SEQ
010
SEQ
011
SEQ
011
SEQ
017
SEQ
017
SEQ
SEQ
SEQ

ID NO:

ID NO:

ID NO:
{I)

ID NO:
(I)

ID NO:
(II)
ID NO:
(I1)
ID NO:

(II1}

ID NO:

(II1)

ID NO:

ID NO:

ID NO:

ID NO:

ID NO:

ID NO:
ID NO:

11 dominio wvariable

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

dominio

dominio

dominio

dominlo

dominio

dominio

dominio

dominio

dominio

dominio

dominio

variable
Yariable
variable
variable
variable
variable
variable
variable
variable
variable

variable

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

cadena
cadena
ca&ena
cadena
cadena
cadena
cadena
cadena
cadena
cadena

cadena

cadena

ligera

pesada

ligera

pesada

ligera

pesada

ligera

pesada

ligera

pesada

ligera

pesada

regién constante de cadena ligera x

regidn constante de cadena pesada vl

del

del

dal

del

del

del

del

del

del

del

del

del

HuMab

HqHab

HuMab

HuMab

HuMab

HuMab

HuMab

HuMab

HuMab

HuMab

HuMab

HuMab

regién constante de cadena pesada yl PVA236/
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GLPSS331 (IgGlvl)

SEQ ID NO: 26 regién-conatante de ‘cadena pesada yl L2347/
L235A (IgGlv2)

SEQ ID NO: 27 regidén constante de cadena pesada y4

SEQ ID NO: 28 regién constante de cadena pesada y4 S228/L235E

(IgG4vl)
SEQ ID NO: 29-32° cadena pesada CDR1
SEQ ID NO: 33-37 cadena pesada CDR2
SEQ ID NO:.38-42 cadena pesada CDR3
SEQ ID NO: 43-44 cadena ligera CDR1
SEQ ID NO: 45-46 cadena ligera CDR2
SEQ ID NO: 47-52 cadena ligera CDR3

Abreviaturas:

Los aminodcidos se abrevian aplicando el cédigo de tres
letras (Leu) o de una letra (L}.

El anticuerpo HuMab 00X se denqmina también anticuerpo
00X.

L234 significa el aminoécido leucina de la posicidén 234
seqin la numeracién EU (Kabat). _

L234A significa que el aminodcido leucina de 1la
posicién 234 se ha cambiado por alanina.

PVA236 significa que en la regién 236, el ELLG dél IgGl
0 el EFLG del IgG4 se modifica en PVA,

GLPSS331 significa que en la regidén 331, el ALPAP del
IgGl o el GLPAP del IgG2 se cambla por QLPSS.

Las ﬁodificaciones o enmiendas en los deméds subgrupos

IgG se indican de forma similar.

|48
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EJEMPLOS

Generaclédn de una' linea celular de hibridoma que

produce anticuerpos aﬁti-P-selectina

Cultivo de hibridomas

'Se cultivan los hibridomas de HuMab en un medio IMDM
(Cambrex), suero bovino Fetal clone 1 (Perblo Science),
factor de clonacién de hibridoma de origen (Igen), piruvato
sédico, penicilina/estreptomicina, 2-mercaptoetanol, HAT
(Sigma-Aldrich) y canamicina (Invitrogen).a 37°C y un 5% de
CO2. .

Generacién de una linea celular de hibridoma que
produce anticuerpos anti-P-selectina

Procedimiento de inmunizacién de ratones transgénicos

Protocolo A:

Se inmunizan 10 ratones transgénicos HCo7 (5 machos y S
hembras), de la cepa é62201 (Medarex, San José, CA, USA) con

una forma truncada recombinante de la P-selectina que carece

‘de la transmembrana y del dominio citoplasmico de la P-

selectina y que se adqulere de la empresa R&D Systems., Para
la primera inmunizacién se mezclan 50 pg de P-selectina
recombinante,_ disueltos en 100 pl de PBS, con 100 pl
adyuvante de Freund .completo. Para las inmunizacilones
restantes se utiliza P-selectina recombinante unida a KLH.
Para la segunda inmunizacién se disyelven 50 ug de P-
selectina recombinante unida a KLH en 100 ul de PBS y se
mezclan con 100 pl de adyuvante de Freund incompleto. Para
las inmunizaciones restantes se disuelven 20 pg P-selectina

recombinante unida a KLE en 100 pul de PBS y se mezclan con
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100 ul de adyuvante de Freund incompleto. Se administran las
inmunizaciones de forma alternada por via interperitoneal y
Subéutanea; empezando con la inmunizacién interperitoneal.

Protocolo B: '

Se inﬁunizan 3 ratones HCo7 (todos hembras) y 3 ratones
KM (todos machos) transgénicos, de la cepa GG2489 (Medarex,
San José, CA, USA) con una P-selectina de longitud completa,
purificada a partir de plaquetas humanas obsoletas por
cromatografia de inmuncafinidad (vér a continuacién). Para la
primera inmunizacién se mezclan 50 pg de la P-selectina
purificada, disueltos en 100 ul de PBS, con 100 pl de adyu-
vante de Freund_completol(CEA; Difco LaboFatories, Detroit,
USA). Para la segunda inmunizacién se mezclan 50 pg de la P-
selectina purificada, disueltos en 100 pl de PBS, con 100 nl
de adyuvante de Freund incompleto (ICFA; Difco).

Para las demAs inmunizaciones se utilizan 20 pg de la
P-selectina purificada y se mezclan con 100 pl de adyuvante
de Freund incompleto.

Ensayo ELISA especifico de antigeno

Se determinan las concentracilones del anti-P-selectina
en los sueros de ratones inmunizados mediante un ensayo ELISA
especifico de antigeno. Se recubre la placa (placa ELISA de
fondo plano con 96 hoyos, Greiner) con 0,1 ug/ml de P~
gselectina purifica, disuelta en PBS y se recubre durante una
noche a temperatura ambilente. A continuacién se bloquean los
hoyos con PBSTC (PBS que -cqntiene un 0,058 de Tween 20
(Sigma-Aldrich Chemie BV) y un 2% de suerc de pollo (Gibco))

a temperatura ambiente durante 1 hora.
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Se diluyen calidades de suero comprobadas en proporcién
1:100 con PBSTC y‘se'anaden a los hoyos. Se disuelve el suero
obtenido de. los ratones antes de l2 inmunizacién en propoxr-
cién 1:100 con PBSTC y se emplea como control negativo. Se
disuelve un anticuerpo de ratén dirigido contra la P-selec-
tina humana (1/7, produccib:; interna 'de la empresa Roche,
Basilea) en proporcién 1:100 .con PBSTC y se emplea camo
control positivo. Se incuban 1las placas a t'emperat:ura
ambiente durante 1 hora. Seguidamente se lavan las placas dos
veces con PBST (PBS qu;a contiene un 0,05% de Tween 20). Se
diluye el Gt-a-huIgG-HRP (Jackson) en proporclén 1:5000 con
PBSTC y se afiade a los hoyos que contienen las calidades
comprobadas y el control negativo. Se diluye el Rb-o-mIgG
(Jackson) en proporc;ibn 1:3000 con PBSTC y se afiade a los
hoyos due contienen el controil poaitivo. Se incuban las
placas a temperatura ambiente durante 1 hora. f‘inalmente ge
lavan las placas dos veces con PBST se revelan con una
solucién de ABTS® recién preparada (1 mg/ml) (ABTS: .2,2'-
azlnobis(4dcido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) a tempera-
tura ambiente (RT) durante 30 minutos en la oscuridad. Se
mide la absorbancia en 405 nm.

Estimulacién de los ratones

Cuando las concentraciones del anti-P-selectina en
suero son suficlentes, se estimulan los ratones adicional-
mente con 20 ug de P-selectina recombinante humana en 100 nl
de PBS, por via intravenosa 4 y 3 dias antes de la fusién.

Generacién de hibridoma

Se sacrifican los ratones y se les extraen los nodos

\x
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esplénicos y linfaticos que flanquean la aorta abdominal y la
vena cava. Se efectda la fusién de los esplenocitos ¥y las
células de nodos linfaticos con el reactivo de fusién, las
célulqs SP 2.0, con arregle a procedimientds operativos
estindar.

Con el procedimiento de inmunizacién se obtienen
anticuerpos monoclonales humanos de secuencias pesada y
ligera variables, de las SEQ ID NO 1 - 22.

ELISA X '

Para determinar si los hibridomas resultantes de la
fusién generan anticuerpos humanos se efectiia un ensayo ELISA
K. Se recubren las placas ELISA con anticuerpos IgG de cadena
ligera x antihumanos de ratén (DRKQO) diluidos 1/10000 con PBS
mediante una incubacién a 4°C durante una noche. Después de
descartar los hoyos, se bloquean las placas por incubacilén
con PBSTC a temperatura ambiente durante 1 hora. A
continuvacidén se incuban los hoyos Eon el liquido sobrenadante
del cultivo de hibridoma, diluido 1/2 con PBSTC. Se diluye el
medio de cultivo a 1/2 con PBSTC y se utiliza como control
negativo, se diluye el suero de ratdén positivo ligero x en
proporcién 1/100 con PBSTC y se emplea como control positive.
A continuacién se lavan los hoyos tres veces y se incuban con
IgG F(ab'), antihumano de ratdén, conjugade con HRP (DAKO),
diluido en ‘proporciédn 1/2000 con PBSTC a 37°C durante 1 h. Se
lavan los hoyos tres veces y se revelan las muestras cén una
solucién de ABTS® recién preparada (1 mg/ml) a temperatura
ambiente (RT) durante 30 minutos en la oscuridad. Se mide la

absorbancia en 405 nm con un lector de placas ELISA.



10

15

20

- 77 -

Clonacién y andlisis de secuenclas de los dominios

variables del HuMab anti-P-selectina (cadenas ligeras x y

cadenas pesadas yl)

" Se alslan las secuencias de nucleétido que codifican a
la regién variable de cadena ligera VL y la regién variable
de cadena pesada VH de loa HuMab anti-P-aeleétina por un
procedimiento estindar de sintesis de cDNA/PCR.

Sel prepara el RNA total a partir de 1x10% - 1x10’
células de hibridoma utilizando el minikit RNeasy® (Qiagen).
El DNA derivado del hibridoma se utiliza como molde para la
sintesis del cDNA de la 1* hebra o cadena que se transforma
con arréglo a un método convencional,'-recurriendo a un
cebador oligo dT. La sintesis del cDNA de la 2* cadena y la
posterior amplificacién por PCR de los fragmentos de cDNA que
codifican a l1la V., y Vy se realiza con cebadorea de c_adena
ligera y pesada inversos, complementarios de las secuencias
de nucleétido de las regiones constantes de cadena ligera x y
de cadena pesada Yyl y cebadores de cadena ligera y pesada
especificos de 5’, respectivamente. Los productos de -la PCR
se clonan empleando el kit de clonacién TOPO TA de la empresa
Invitrogen™ Life Technologlies y el pCR4-TOPO como vector de
clonacién. Se ideﬂtifican los productos de la PCR clonados
por mapec de restriccién de los plésmidos aproplados
empleando EcoRI para la digestién y los tamafios de los
fragmentos de DNA eaperados/calculados de 740 y 790 bp para
la Vi v la Vi, respectivamente.

La secuencia de DNA de 1los fragmentos de la PCR

clonados se determina por secuenclacién bicatenaria.
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Para procesar los datoh generales se emplea el paquete
de programas informidticos de GCG (Genetics Computer Group,
Madison, Wisconsin), versién 10.2. ‘Las secuencias de DNA ¥y
proteinas se alinean empleando el médulo CiUSTALW de GCG. Las
alineaciones de secuencia se tabulan, se editan y se codi-
fican con coior enmpleando el programe GENEDOC (versién 2.1).

Digefio de plésmidos de expresiédn para un HuMab IgGl

anti-P-selectina

Los genes que codific;n la cadena ligera y pesada del
HuMab anti-P-selectina se ensamblan por separado en vectores
de expresién de células de mamiferos.

Para ello se Juntan los segmentos de genes que
codifican la regién variable de cadena ligera (VL) del HuMab
anti-P-selectina y la regién constante de cadena ligera «x
humana (C,;) al igual que los segmentos de genes de la regién
variable de cadena pesada (Vy) de los HuMab anti-P-selectina
y la regidén constapte de cadena pesada yl humana (Cy-Hinge-
Cuz2=Cus) .

Se encontrard informacidén general referente a las
secuencias de nucledtidos dg cadenas ligeras y pesadas
humanas, a partir de las que se puede deducir el uso de
codébn, en: Kabat, E. A,, Wu, T. T., Perry, H. M., Gottesman,
K. S. y Foeller, C. (1991) Secuencias de proteinas de interés
inmunolégico, quinta ed., publicacién NIH n°® 91-3242.

La unidad de transcripcidén de la cadena ligera x del
HuMab antl-P-selectina se compone de los elementos sigulen-
tes:

» El1 intensificador y promotor inmediatamente anterior

S
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del citomegalovirus humano (HCMV),

* Un 5'-UT sintético, incluida una secuencia Kozak,

. Un; secuencia de sefial de cadena pesada de inmunoglo-
bulina murina, incluido el intrén de la secuencia de sefial,

. El cDNA de cadena ligera variable de HuMab anti-P-
selectina clonado, dispuesto en un Gnico sitio de restricecién
Bsml en el eitremo 5’ y un sitio dador de empalme y un unico
sitio de restriccién NotI en el extremo 3’,

» La regiétn constante del gen x humano genémico,
incluido el intensificador Ig-x de ratén de intrém 2 [Picard,
D. y Schaffner, W. (1984) Nature 307, 80-82] y

* La secuencla de sefial de poliadenilacién x (“poly A”)
de inmunoglobulina humana.

La unidad de transcripcién de la cadena pesada ¥yl del
HuMab anti-P-selectina se compone de los-elementos siguien-
tes:

* E1 intensificador y promotor inmediatamente anterior
del ciltomegalovirus humano (HCMV),

* Un 5;-UT sintético, incluida una secuencia Kozak, .

« Una secuencia de sefial de cadena pesada de inmunoglo-
bulina murina modificada, incluido el intrén de la secuencia
de seiflal,

* El cDNA de cadena pesada variable del HuMab anti-P-
gselectina clonado, dispuesto en un tinico sitio de restriccién
BsmI en el extremo 5’ y un sitio dador de empalme y un Unico
sitio de restriccidén NotI en el extremo 37,

* La regiétn constante del gen pesada ¥l humana

gendémica, incluido el intensificador p Ig de raté4n [Neuber-

\é’b
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ger, M. S. (1983) Embo J. 2, 1373-1378],

* La secuencia de sefial de poliadenilacién (?poly'h")
de inmuncgleobulina yl humana. -

_Elementos funcionales de los plasmidos de expresién de

cadena pesada yl y de cadena ligera X del HuMab anti-P-
selectina: aparte dél cassette de expresién de la cadena
ligera X y de la cadena pesada yl del HuMab anti-P-selectina,
estos plésmidos contienen:

 Un gen de resistencia a la higromicina

* Un origen de replicacién, oriP, del virus de Epstein-
Barr (EBV}

* Un origen de replicacién del vector pUC1l8 gque permite
la replicacién de este plasmido en la E. coli y

* Un gen de B-lactamasa que confiere resistencia a la

ampicilina en la E. coli.

Digseflo de plasmidos de expresiédn para un HuMab IqG4

antl-P-selectina

Se deriva un pldsmido de expresidén prototipo de cadena
pesada y4 anti-P-selectina  a partir del pldsmido de expresién
de cadena pesada yl anti-P-selectina reemplazando la regién
constante yl gendémica humana y la secuéncia de seflal de
poliadenilacién ("poly A") de inmunoglobulina yl por 1la
regién constante y4 genémica humana y la secuencia de seflal
de poliadenilacién de lnmunoglobulina v4.

Para la expresidn de las cadenas ligeras x del HuMab
anti-P-selectina se utilizan los mismos plasmidos de expre-
sidén descritos para el IgGl (ver antes).

Disefio de plasmidos de expresién para IgGl e IgG4 anti-

156
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P-selectina mutantes (variantes)

Los pléasmidos de expresiédn que co:difican las cadenas
pesadas yl y yv4 del anti-P-selectlina mutante se c¢rean por
mutagénesis dirigida a un sitio de los plasmidos de expresié:;
de tipo salvaje utilizande el kit 1lamado Qui'ckChange" Site-
Directed mutagenesis Kit (Stratagene). . '

Se generan los siguientes mutantes para el LC1004-002.
Los aminodcidos se numeran con 'arreglo al sistema de
numeracién EU [Edelman, G. M., Cunningham, B. A., Gall, W.
E., Gottlieb, P. D.,- Rutishauser, U. y Waxdal, M. J. (1969)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 63, 78-85; Kabat, E. A., Wu, T.
T., Perry, H. M., Gottesman, K. S. y Foeller, C. (1991)
Secuencias de proteinas de iriterés inmunoldgico, quinta _ed.,

publicacién NIH n° 91-3242].
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Tabla 1
Isotipo | Abreviatura | Mutaciones Descripcion
1gGl 1gGlvl PVA-236; | La secucncia de aminoficidos
GLPSS331 | GluanLeunsleussGlyns de la cadens pesada y1
spebiﬂ.cad o |humana se sustituye por la secuencia de
por E233P; aminoécidos Proxs ValassAlagss de la
| L234V; 235A; | Pesaday2 humana. '
delta G236, |La secuencia de aminoicidos
A327G; AlgazrleuysProszsAlasoPros; de la cadena
A330S; P3318 | pesada y1 humana se sustituye por la secuencia
SEQ ID NO: de aminoécidos Glysz7LeuszsProssSersySers; de
25 la cadena pesada y4 humana.
IgG1 IgGlv2 L234A; La secuencia de-amino#cidos LeuxyLeuns dela
L235A cadena pesada y1 humana se sustituye por Ia
SEQ IDNO:26 secuencia de aminoécidos AlazscAlasss
IgG4 IgG4vl S228P; L235E | Serxs de la cadena pesada y4 humana se
SEQ IDNO: | sustituye por Prons y Leuxss de la cadena pesada
28 ¥4 humana se sustituye por Gluass

Produccién de HuMab anti-P-selectina recombinantes

Los HuMab recombinantes se generan por transfeccién
transitoria de células HEK293-EBNA adherentes
10852)

({ATTC n® CRL-

cultivadas en medio DMEM (Gibco) suplementado con un

10 & de IgG FCS ultra-bajo (Gibco), 2mM de glutamina (Gibco),

1% v/v de aminocdcidos no esenciales (Gibco) y 250 pg/ml de

G418 (Roche). Para la transfeccién se emplea el reactivo

llamado Fugene™ 6. (Roche) Transfection Reagent en una

proporcién entre reactivo (pl) y DNA (npg) comprendida entre

3:1 y 6:1. Las cadenas ligera y pesada de la inmunoglobulina

158
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se expresan a partir de dos plésmidos diferentes, aplicando
una proporcién molar entre el plasmido que codifica la cadena
ligera y el plasmido que codifica 1la qadeﬁa pésada
éomprendida.entre 1:2 y 2:1. Llos l;quidos sobrenadantes de
culfivos éelulargs que contienen los HuMab se recolectan en
los diés de 4 a 11 después de la transfeccién. Los liquidos
sobrenadanteq se guardan almacenados a -20°clh;sta el momento
de la purificacién. '

Se encontrard informacién general relativa a la
expresién recombinante de anticuerpos hﬁmanos p.ej. en HEK293
en la referencia: Meissner, P., Pick, K., Kulangara, A., Cha-

tellard, P., Friedrich, K. y Wurm, F. M., Biotechnol. Bioeng.
75, 197-203 (2001).

Determinacién de la afinidad de los HuMab aqu-P—
selectina

Equipo:

Instrumento: BIACORE® 2000

Chip: CM5

Adicién: adicién de aminas

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

‘Para las mediciones de afinidad se unen anticuerpos Foy
de conejo antihumanos (Dianova) por adicién de amina sobre la
superficie del chip para 1la preseﬁtacibé del anticuerpo
contra la P-selectina. Se fijan aproximadaménte 400 RU de
anticuerpos anti—P—selectina; Se aflade P-selectina recombi-
nante (R&D Systems) en diversas concentraclones comprendidas
entre 0 v 50 nM. Se mide la asoclacién por inyecclédn de la P-

selectina durante 120 segundos; se mide la disoclacidén por
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lavado de la superficie del chip con solucién tampdn durante

180 segundos. Los datos de afinldad de los diferentes anti-

. cuerpos anti-P-selectina se recogen en la tabla 2. Utilizando

un programa informadtico de Biaevaluation se ajustan los datos
cinéticos a un modelo de unién de Langmuir 1:1 de la P-
selectina con el anticuerpo monoclonal presentado.

Tabla 2

Datos de afinidad medidos por SPR (BIACORE® 2000)

Anticuerpo ka (1/Ms) kd (1/s) KA (IM) KD (M)
HuMab
001 6,08 x 10° 4,19x 10" 1,45 x 10° 6,89 x 10™°
002 8,10x 10° 2,13x 10° 3,81x10° 2,63 x 10°
003 " 6,60x 10° 2,91 x 10* 2,27 x 10° 4,41 x 10"
005 8,42x 10° 2,89 x 10* 2,91 x 10° 3,43 x 10°1°
011 1,77x 10 2,38x10° 7,44 x 10° 1,34 x 107
012 1,08 x 10° 1,25 x 10* 8,65x 10° 1,16x 107
013 1,46 x 10° 2,02x10% 7,22x10° 1,39 x 1070
017 7,79x 10° 1,39 x 10° 5,59x 10° 1,79 x 101!
l Actividad inhibidora de Jlos anticuerpos antli-P~

selectina en un ensayo de adhesiédn de base celular y en un

ensayo de roseteado

Materiales y métodos

Ensayo de adhesién celular

En el ensayo de adhesidén se evalia el efecto de los
HuMab en la adhesién de las células HL6O _(A'rcc CCL 240),
similares a leucociltos, sobre la P-selectina que recubre las

placas de microvaloracién. Las células HL60 se marcan con

60
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BCECF-AM (égter acetoximetilico de la 2’',7'-bis~(2-carboxi-
etil)~5-(y ~6)-carboxifluoresceina; n° de catdlogo 216254, de
Calbiochem). Con P-selectina purificada de longitud completa
(procedimiento de purificacién: ver p&éinas anterio&es) de
una concentracién de 1 ug/ml'en un tampén que contiene 150 mM
NaCl, 1mM CaCls, 1mM MgCls, 20 mM Tris (pH 7,4) y un 0,0005%
de Tx100 se recubren a 4°C durante una noche las placas de 96
hoyos (Nunc Immunoplate Maxisorp F96). A continuacién se
bloquean los hoyos con el tampén mencionado anteriormente que
contiene un 3,5% de albimina de sﬁero bovino (BSA; Fluka) a
temperatura ambiente (RT) durante 2 h. Se preincuban 1los
hoyos con 50 pl de diferentes diluciones de los HuMab anti-P-
selectina o con anticuerpos anti-P-selectina de ratQp de
raferencia (WAPS 12.2, la correspondiente linea celular de
hibridoma facilitada -por la ATCC) en el tampbdn mencionado
anteriormente que contiene un 1% de BSA a RT durante 20
minutos. Se aﬁadén las células -HL60 marcadas (50 ul, 70.000
células/hoyo) y se dejan unir a RT durante 45 min, En algunos
ensayos se preincuban las células HL60 con 20 pg/ml de IgGl
humano durante 30 minutos antes de introducirlas en 1los
hoyos, con el fin de bloquear los receptores Fc. Una vez
eliminadas las células HL60 sin fijar mediante un lavado
suave (4 veces con el tampén mencionado épteriormente), las
células adherentes se someten a una lisis con 120 pul de NP-40
(Fluka; al 1% en H;0). Se transfieren 100 pnl del ligquido
sobrenadante a placas para medir la fluorescencia respectiva

en una longitud de onda de excitacién de 485 nm y de emisién

o
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de 538 nm empleando para ello un espectrémetro de 1uminis;
cencia LS 50B (Perkin Elmer).

Ensayoc de roseteado

Para evaluar el efecto de 7los antilcuerpos en 1la
interaccién de las plaquetas activadas con 'las células HL60
gse lleva a cabo_un ensayo de roseteado'(qungi y cql.; Blood
67:629 (1986)).combinado con un anédlisis citofluorimétrico de
doble color (Evangelista y col., Blood 88:4183 (1996)). Se
preparan plaquetas humanas lavadas del modo descrito (Fox ¥y
col., Methods Enzymol. 215:45 (1992)). Se activan con
trombina (conc. final: 1 U/mlf durante 5 min y se marcan con
un anticuerpo pl-36 antihumanoe GPIIb conjugado con FITC
(Kouns y col., J. Biol. Chem. 267:18844 (1992)). Seguida?ente
se incuban 1,4-2x10° plaquetas dentro de 70 pl de una
solucién de Tyrode con diferentes diluciones de los HuMab
(100 pl) en la oscuridad, a RT durante 30 min. Se afiaden 50
pl de una suspensiétn de células HL60 (en soluclén de Tyrode)
ajustada a 26x10‘/m1. Se marcan las células HL60 por
incubpcibn éon 20 pl de un anticuerpe CD45 antihumano
conjugado con PE (ficoeritrina) (n° .de cbdigo: 555483, de
Pharmingen) . Después de incubar las células HL60 marcadas con
las plaquetas y ios HuMab en tubos FACS (Becton Dickinhson) a
temperatura aﬁbiente durante 30 min, se analiza la formacién
de agregados mixtos o rosetas midiendo la fluorescencia del
marcador tanto en plaquetas como en células HL60 empleando
para ello un FACScan (Becton Dickinson). Se captan la
difusién frontal y lateral asi como las seflales del verde

(FITC) y del rojo (PE) mediante amplificacidédn logaritmica con

/63
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longitud de onda de excitacién de 488 nm y longitud de onda
de emlisién de 530 ﬂm (FITC) vy dq 570 nm (PE), respectiva-
mente. Se reallza una compensacién-electrénica para eliminar
el solapamlento espectral. Se identifican las células HL60
sobre la fase de la difusiédn frontal y lateral. Se efectia
una estimulacibq {(gating) de casos identificados como células
HL60 para excluir-las plaquetas simples. Se miden cinco mil
casos de células HL60 estimuladas en cada muestra. Se utiliza
una muestra, en la que se mezclan plaquetas no activadas o
plaquetas activadas con trombina con células HL60 en
presencia de EDTA (10 mmol/l), para establecer el uﬁbral en
la escala de fluorescencia verde. El porcentaje de células
HL60 superior al umbral representa el porcentaje de plaquetas
que se fijan sobre células HL60. El1 desplazamiento é; la
fluorescencia del marcador de plaquetas hacla valores de
fluorescencia mas bajos refleja la reducciédn del nimero de
agregados mezclados con un nimero mayor de plaquetas
adheridas en favor de un incremento del mimero de agregados
mezclados con un nimero bajo dg plaquetas adheridas.

Resultados:

En el ensayo de adhesiétn de las células HL60, los
anticgerpos de la P-selectina inhiben la adhesién de 1las
células HL60 sobre la P~selectina purificada con valores de
IC50 comprendidos entre 0,08 y 0,5 pg/ml. Aungue las
mutaciones se introducen en la porcién Fc del anticuerpo,. las

dos varlantes IgG4 e IgGl de los HuMab son miAs potentes que

-el anticuerpo original con valores de IC50 entre 0,08 y 0,11

pg/ml seqin se ilustra en la figura 1. Cuando se préincuban
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las .células HL60 con IgGl, la potencia de los anticuerpos
originales no mutadoé_éumenta con una reducciédn en un factor
de 3 a 4 de los.valoreg de IC50, éegﬁn se pone de manifiesto
para el HuMab 002 en la figura 1. Este resultado sugiere qué
la mayor eficacia de los mutanfes en el ensayo de adhesién se
debe ante todo a2 la eliminacién de la adhesién de las células
HL60 sobre la P-ae}ectina gracias a’ la porcidn Fc del
anticuerpo con los receptores Fcy. .

En el ensayo de roseteado que evaltia la adhesién de las
plaquetas activadas humanas que expresan la P-selectina sobre
las células HLhO, los valores de IC50 de los Huﬁab son
incluso inferiores a los del ensayo de adhesidn debido al
bajo numero de receptores de P-selectina en este ensayo
(IC50: 0,05 —'0,5 pg/ml, con preferencia entre 0,05 ; 0,2
pg/ml). La eficacia de las variantes de Fc de los HuMab
correspondientes tiende a aumentar si se compara con el
anticuerpo original no mutado (fig. 2). La preincubacién de
las células EL60O cén IgGl e IgG4 antes de la incubacién con
las plaguetas activadas no afecta de modo significativo la
actividad inhibidora ‘tanto de los mutantes como del
anticuerpo original, indicando un papel menos acusado de la
fijacién mediada por los receptores Fcy en el ensayo de
roseteado si se compara con el ensayo de adhesién.

Reactividad cruzada de los anticuerpcs de la P-

selectina con la P-selectina de especies animales

Materiales y métodos
La reactividad cruzada de los HuMab de la P-selectina

se evalda midiendo (1) la fijaciétn de los HuMab scbre las
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plaquetas _activadas de la rata y del mono cinomélogo apli-
candc un analiéis FACS y (1i) su actividad inhibidora en el
ensayo de roseteado que évalﬁa la adhesién de las plaquetas
de la rata y del cinoméloge sobre las ctélulas HL.GD.

Para medir la fijacién de los HuMab sobre plaquetas
activadas de rata y cinomélogo, se lavan las z;laquetas, de la
rata y del tinombélogo y se preparan de modo similar al
aplicado para la preparaciétn de plagquetas humanas lavadas
(ver , pAginas anteriores). _Se' activan con trombina ({(conc.
final: 1 U/ml) durante 5 min. Se incuban las plaquetas
activadas con diferex-ltes diluciones de los HuMab (20 ul) a RT
durante 30 min. Después de la unién de los HuMab se fijan las
plaquetas con PFA del _2% a RT durante 15 min. Se lavan las
muestras con tampébn Tyrode y se resuspenden en 300 n;l de
Tyrode. La unién de los HuMab se detecta con un fragmento
F(ab’)2 conjugado con FITC de un IgG de conejo antihumano
{(c6digo n° F0056, de Dako). Como anticuerpo de control que
presenta P-selectina de rata se utiliza un anticuerpo
policlonal anti-P-selectina de conejo antihumano (cédigo n°®
09361A, de Pharmingen).

Para medir el efecto inhibidor de los HuMab de la P-
gselectina en el ensayo de roseteado se preparan plaq-uetas

lavadas de rata y de cinomélogo del modo ya descrito para las

plaquetas humanas. Se lleva a cabo el ensayo de roseteado

_esencialmente ciel modo ya descrito para las plaquetas

humanas. Para el marcado de las plaguetas del cinomélogo se
emplea el ‘anticuerpo pl-36 .antihumano GPIIb conjugado con

FITC, mientras que las plaquetas de rata se marcan con el
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anticuerpo antirrata CD61 de ratén conjungado con FITC

(coddigo n°® 554852, de Pharmingen).

Resultados

Ninguno de los anticuerpos' espécificos de 1la P-

selectina de la invencién, que inhiben funciones medladas por

la P-seléctina humana, demostré fijarse sobre la P-selactina

de rata o inhibir 1la ﬁorﬁacibn de"agregados.mezclédos, com-
puestos por plﬁquetas de rata y célilas HL60, tal como se
pone de manifiest6 en algunos ejemplos de la fig. 3a. Sin
embargo, los HuMab de la P-selectina se fijan sobre e inhiben
la P-selectina del cinomblogo (fig. 3b). |

Selectividad de los anticuerpcs de la P-selectina

frente a la E- y la L-selectina

Materiales y métodos -

La selectividad de los HuMab de la P-selectina frente a
la E- y la L-selectina se determiﬁa en un ensayo ELISA sin
células que mide la fijaﬁién de los anticuerpos sobre la E- y
L-selectina recombinantes (ADPl y ADP2, R&D Systems) y en un
ensayo ELISA con células qué mide la fijacién de los anti-
cuerpos scbre los transfectantes CHO de la E-selectina y los
transfectantes 300.19 de la L-selectina (los transfectantes
se generan del modo descrito por Goetz y coll!.J. Cell. Biol.
137:509 (1997):; Ley y col., Blood 82:1632 (1993}).

En el ensayo ELISA sin células se recubren con las P-,
E- o L-selectina recombinantes en una concentracién de 1
pg/ml en un tampén que contiene 150 mM NaCl, 1lmM CaClz, 1mM
MgCl,, 20 mM Tris (pH 7,4) ma&s un 0,0005% de Tx100 a 4°C

durante una noche las placas de 96 hoyos (Nunc Immunoplate
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Maxisorp F96). ﬁ continﬁac;én se"bloquean los hoyos con el
tampén mencionado anteriormente qué contiene un 3,5% de
albGmina de suero bovino (BSA, Flukas a Rf durante 2 h. Se
Qreiﬂcuban los hoyos con 50 pl de diferentes diluciones de
los HuMab de la P-selectina o del anticuerpo de ratén de la
P-, B-selectina de referencia (BBR26; R&D Systems) y del
anticuerpo de cabra de la L-selectina (AF728B; R&D Systems) en
el tampén mencionado anteriormente que contiene un 1% de BSA
a RT durante una noche. La fijacién de los HuMab se detecta
eﬁpleando un IgG antihumano bilotinilado (Amersham, RPN1003,
concentracién fimal: 1:1000) o para los an;icuerpos de
control los IgG corfespondientes biotinilados antirratén o
anticabra. Después de una incubacién de 1 h se lavan los
hoyos (3 veces) con el tampdn mencionado anteriormente-y se
afiaden 0,1 ml del complejo de estreptavidina-peroxidasa
biotinilada (Amersham, REN1051), -diluido 1:750 en el tampén
mencionado que contiene un 0,1% de BSA durante 30 min.
Sequidamente se lavan los hoyos y se afiaden 0,2 ml de 1la
solucién de sustrato de.peroxldasa que contiene ABTS (2,2'-
azino-di-(3-etilbeﬁzotiazolina sulfonato),  Boehringer,
Mannheim)} (solucién patrén de ABTS: 1 ml de 40 mM ABTS, 5 nul
de H;0; del 30 %y 20 ml de 0,1 M acetato Na, 0,05 NaH2POA).
Se iﬁterrumpe la reaccién_al cabo ée unds 10 min empleando 50
ul de citrato 0,1 M y un 0,01% de NaN3. La reaccidn del color
se lee en 405 nm.

En el ensayo ELISA con células se siembran los trans-
fectantes CHO de la P- y la E-selectina, después de separar
las células de la soluclédn de disoclacién celular (Sigma
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c5914), en cada uno de los 96 hoyos de las placas (TC
Microwell F96 Nunc 167008) ajustados a 100.000 células/hoye y
se cultivan en los medios respectivos a 37°C durante una
noche (medio para los:transféctantes CHO de la P-selectina:
DMEM + 10% FCS + 2 mM glutamina + penicilina 100 U/ml
/estreptomicina 100 npg/ml; medio para los transfectantes de
la E-selectina: HAM F-12 + 10% FCS + 2 mM glutamina +
penicilina 100 U/ml /estreptbmicina 100 pg/ml + 0.1%
Fungizone + 100 pg/ml de neomicina). Después de eliminar los
medlios y bloquear los hoyos con tampén A-T (150 mM NaCl, 1 mM
CaCl;, 1 mM MgCl,, 20 mM Tris (pH 7,4)) que contiene ﬁn 3% de
TopBlock {cédigo n® TB232010; Juro) durante 1 h, se afiaden 50
pl de diferentes diluciones de los HuMab de la P—select}na o
del anticuerpo de referencia de ratén de la P- y la E-
selectina (ver antes[ en el tampén mencionado anteriormente
que contiene un 1% de TopBlock § un 0,1% de azida -y se
incuban a RT durante 60 min. Despué&s de lavar los hoyos (4
veces), - se detectan los anticuerpos fijados aplicando las
mismas etapas que se mencionan en el ensayoc ELISA sin
célilas.

Dado que las células 300.19 de 1la L-selectina son
células en suspensién, se ha tenido que modificar el formado
del ELISA con células depositando los transfectantes 300.19
de la L-selectina en placas filtro de poliestireno de 96
hoyos (Corning 3510). Utilizendo las placas filtro se
eliminan las solucicnes de blogqueo y de incubacién por
flltrado de las mismas a través del fondo de las placas, por

lo demas el protocolo es el mismo que se ha aplicado a las
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células CHO de la P- y E-selectina. Como controles se emplean
CHO y 300.19 no transfectadas.
Resultados

Los anticuerpos de 1la invencién son ;muy selectivos
frente a la E- y la L-selectina. Se fijan sobre l?s células
CHO de la P-selectina con valores de EC50 comprendidos entre
0,01 y 0,08 ug/ml, con prefeéencié entre 0,01 y 0,04 pg/mi,
mientras que los valores de EC50 de las células CHO de la E-
selectina y las 300.19 de la L-selectina se.sitlan claramente
por encima de 50 ug/ml, con preferencia por encima de 100
pg/ml. E1 HuMab 002 tiene la selectividad mis elevada con un
factor de selectividad frente a la E- y la L-selectina de més
de 4.000 en el ensayo ELISA con células.-ndemAS, el HuMab 002
no se fija sobre los trénsfectantes de la E- y L-selectina
por encima de los niveles de base hasta una concentracién de
100 pg/ml. La selectividad de las variantes IgG4vl e IgGlvl
de Fc del HuMab 002 es similar a la del HuMab 002 original
(fig. 4a-c).

Actividad inhibidora "ex vivo"-de los anticuerpos de la

P-selectina en un sistema de flujo sanquineo humano completo

Efecto de los HuMab de la P-selectina en la adhesién de
los leucocitos a una monocapa de plaquetas

Materlales y métsdos

Para abordar el efecto de los anticuerpos de la P-
selectina en el reclutamiento de leucocitos hacia sitios de
lesién de pared vascular y trombos deé plaquetas se utiliza un
sistema de flujo sanguineo humano completo, que permite medir

la interaccién de los leucocitos humanos y las plaguetas
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humanas en diferentes 'velocidades de cizallamiento, esencial-
mente del modo y.a descrito (Kirchhofer y col., Blood 89:1270
(1997)). En un dispositivo pa{ralelo de perfusién en placa se
extrae sangre humana total &é la vena antecubital de un
do.nan'te sano re-élizandc; la perfusién scbre una superficie de
colageno que simula un pared vasculaz_' desnuda lesionada. S_e
preparan las hojas de tapa recubiertas de coldgeno del modo
descrito (Kirchhofer y col., Blood 89:1270. : (1997)). Se
colocan en tres cémara's,paralelas de la placa de perfusién.
Para permitir la medic.ibn de 1las diferente_s velocidades de
cizallamiento (65/s8 y 280/s3) se utilizan diferentes dimen-
siones de cémaras de perfusién y se perfunde la sangre sobre
las hoias d'e-tapa recubiertas con- coldgeno con un flujo
constante de sangre de 1 ml/min <';ue se controla con bombas
individuales dé "rodillo situadas én posicién distal con
respecto al dispositivo de perfusién. Inmediatamente después
de la extraccién de la sangre de la vena y de separar la

sangre en tres tubos se aflade un inhibidor GPIIb/III'a {0,5

pmol/lamifiban) "para impedir. la agregacié4n plaquetaria y

generar monocapas de plaguetas. Al mismo tiempo' se admi-
nistran los a'ntié:uerpos de la P-selectina. (los HuMab, los
mutantes, los' correspondientes anticuerpos de referencia o
los IgGl e IgG4  humanos como -controles) en diferentes
concentraciones y sequidamente se introduce la mezcla del
inhibidor de sangre en la camara de perfusién que contiene
las hojas de tapa recubiertas con coliégeno. Después de un

pericdo de perfusién de 5,5 minutos se perfunde el PBS a

" través de la cédmara de perfusién sin interrumpir el flujo
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durante 3 min:. Después de-una breve interrupcién del flujo se
f£ijan las cémaras con un 3% de paraformaldehido en PBS a 1
ml/min durante 2 min. A contlnuacién se retlran las ho:as de
tapa de las camaras, se fijan de nuevo durante 1 h en un 3%
de paraformaldehido en PBS a 4°C y se almacenan en PBS-0,03%
de azida sédica. Para evaluar el nimeroc de 1eucoc1tos que se
han adherido a la monocapa ‘de plaquetas, después de secar con
aire las hojas de tapa, esfas se tinén con una solucién de
Diff-Quick (Dade Behring AG) -y se lmpregnan en Merckoglas
(Merck, Germany). Se utiliza un sistema de andlisis por la
imagen (MCID, Imaging Research Inc,) Péra determinar el
nimero de leucocitos adheridos a una superficie esténdar,
orientada en sentido perpendicular al flujo de 1la sangre,
separada 1 mm del comienzo de las hojas de tapa. Con una
velocidad de cizallamiento de 65/s y de 280/s, el area sobre
la que se cuenta el nimero de leucocitos es de 3,1 mm’ y 2,1

;, respectivamente.

Resultados

Los Hu'Mab ‘de la P-selectina inhiben la adhesién de los
leucocitos a la monocapa de plaquetas de un modo dependiente
de la concentracién. En una velocidad de cizallamiento de
65/8 y una concentracién de 10 pg/ml, los HuMab inhiben la
adhesién de los leucocitos en un 60 - 99 %, con preferencia
en un 70-99 %. El efecto inhibidor de los HuMab es mis
pronunciado cuando la velocidad de cizallamiento es mayor, es
decirr de 280/s {més prdxima a una situacién arterial) si se

compara a una velocidéd -de cizallamiento venosa de 65/s. En

conjunto, a una velocidad de cizallamiento de 280/s el numero
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de leucocitos adheridos es menor que en la velocidad de 65/s.
S1 se comparan las variantes Fc con 1los correspondientes
anticuerpos ¢rig}nales, aquellas tienen una actividad
inhibidora.similar en la camara de perfusién."ex vivo", tal
como se ha demostrado para el HuMab 002 y sus variantes
IgG4vl e IgGlvl (Fig.5). El apmeﬂto de la actividad inhibi-
dora de los mutantes frente al anticuerpo original, que se ha
constatado en los ensayos "in vitro", no se observa en la
céamara de perfisiébn "ex wvivo", lo cual puede ser debido a la
saturacién de los receptores Fcy de los leucocitos en 1la
sangre humana total.

Efecto de los HuMab de la P-selectina en la adhesién de

los leucocitos a las células endoteliales

Materiales y métodos

Para abordar el potencial antiinflamatorioc de los HuMab
de la P-selectina en condiciones de cizallamiento se utiliza
el sistema de flujo sanguineo humano mencionado antes para un
ensayc en el que las célula& endoteliales se aplican como
cubierta sobre hojas de tapa; Se aislan células endoteliales
de vena umbilical humana {(HUVEC) del cordén ﬁmbilical por
digestién con colagenasa de tipo II (Roche, Suiza) con
arreglc al método de Jaffe y col., 1993 (afiadir la cita
completa). Se cultivan en frascos de cultivo de tejido
cublierto con un 1 % de gelatina er un medio 199 (M199, Sigma,
Alemania) suplementado con un.zo% de suero fetal de ternera
(Gibco, Auckland), 100 IU/ml de penicilina (Gibco, Auckland),
0,1 mg/ml de estreptomicina (Gibéo, Auckland), 2 mmol/l de L-
glutamina ({(Gibco, Auckland), 10 U/ml de heparina (Sigma) y 50

I



10

15

20

- 97 -

pg/ml de EC.suplepeqto de crecimiento (Sigma, .Alemania). Se
cultivan las HUVEC hasta confluencia (aprox. 4 dias), se
pasan - con tripsina/écido eti}endiaminotetraacético (Gibco,
Auckland) vy se. siembran sobre hoja de tapa de plastico
Thermanox (aprox 200.000 '.EC/ho.ja de tapa) recublerta
previamente con un 1% de gelatina (Flgka, Alemania). Se dejanh
sedimentar las HUVEC que se convierten en confluyentes en un
periocdo de 1-2 dias. Se eétimulan con 20 ng/ml de IL-4 (R&D
Systems) 24 h antes de iniciar la perfusién y con histamina
107 M (Fluka, Germany) 5-10 min antes de la peffusién. Cada
ensayo se realiza con las HUVEC del pasaje 1. Se colocan las
hojas de tapa con las monocapas copfluyentes.de las HUVEC
estimulados en las cémaras de perfusién de placas paralelas
del modo descrito antes. De modo semejante a los ensay;s de
perfusidén descritos antes, se extrae sangre total de donantes
sanos. Sin emb;rgo, en estos ensayos se anticoagqla la sangre
con ‘un inhibidor 'de trombina Ro-46-6240 (10 pM) y se
preincuba con diferentes concentraciones de los anticuerpos
de la P-selectina (HuMab, mutanteé, anticuerpos de referencia
correspondientes) o 1IgGl e I§G4 humanos como controlgs
durante 5 min inmediatamente antes de la perfusién a través
de.las células endoteliales activadas. Se ajusta el gaudal.de
sangre a 1 ml/min, la velocidad de cizallamiento a 65/s y el
tiempo de perfusién a 5,5 min. Después de un periodo de
lavado de 3 min con PBS, se fijan las HUVEC y los leucocitos
adheridos con un 3% de paraformaldehido durante 2 min en las
mismas condiciones de flujo ya descritas. A continuacién se

retiran las hojas de tapa de las cémaras, se sumergen en un
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fijhdor frescb durante 1 h y se althenan_qn PBS-0,02% de
azida sédica. Para los anédlisls morfométricos se tineg los
leucocitos con un anticuerpe.de ratén contra el antigeno CD45
comin de leucocitos, que se ha marcado previamente empleando
una inmunoglobulina antirratén biotinilada modificada (Andimal
Research Kit, Dakqt USA). Los nicleos se contratifien con
hematoxilina (J.T. Baker, Ho;anda]i

Resultados

La estimulacién de las HUVEC con la combinacién de la
IL-4 y la histamina da como resultado la expresidén de la P-
selectina y la adhesién de los diferentes tipos de leucocitos
a los granulocitos {(incluidos los PMN y los eosinéfilos) que
constituyen la porcién predominante de 1los 1eucogitos
adheridos. Los HuMab de la invencién inhiben ;a adhesién de
la poblacién total de leucocitos en un 60-90 % en 3 ug/ml. La
actividad inhibidora global de 1las varlantes F¢ no es
significativamente diferente de la de los HuMab no mutados.

Los HuMab de la P-selectina "'no presentan un efecto
diferencial en los diferentes subtipos de leucocitos. El
efecto en los granulocitos es més pronunciado si se compara
con los leucocitos mononucleados. Los anticuerpos de 1la
invencién inhiben la adhesién de 'los granulocitos (incluildos
los PMN y los eosinéfilos) en un 90-99 %, de los monocitos en
un 50-88 % vy de los linfocitos en un 5-40 %. La respectiva
disminucién de los nfmeros absolutos de los diferentes

subtipos de leucocitos se presenta a titulo representativo en

la figura 6 para el IgG4vl.
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Potencial de los HuMab de la P-select;na para activar

el sistema de complemento

Ensayo ELISA de fijacién de Clg y C3c

Para determinar la.capacidad de los anticuerpos de la
invencién para inducir la fijacién de Clq y la activacidén de
C3 se lleva a cabo un ensayo ELISA. El Clg forma parte del
sistema inmune adaptador y, después de unirse.'a complejos
inmuﬂes, dispara 1la activacién secuencial - de diversos
cimbgenos. Las enzimas a su vez provocan la rotura de las
moléculas de C3 lo cual puede traducirse en el inicic de una
reaccién inflamatoria, la opsonizacién de particulas extrafias
© aberrantes y la lisis dé las membrapaa celulares.

En principio se recubre la placa ELISA con una se;}e de
concentraciones del anticuerpo, al que se afladen Clg o suero
humano recogido, como .fuentes de C3. La fijaclén del Clg o
C3e se detecta con un anticuerpo dirigido contra el Clqg o C3e
humanos y después con un éonjugado marcado con peroxidasa.

El HuHablooz (el material derivado del hibridoma y del
transfectoma' transitorio), sus varlantes mutantes y los
anticuerpos de control se ensayan en concentracionés.de 0,16-
20 pg/ml. Como control negativo se utiliza un IgG4 humano
(CLB, Holanda, 0,5 pg/ml patrén), que fija muy débilmente el
Ciq. Se incorpora como control positivo el IgGl . humano
{Sigma, 2 ug/ml patrén). Para la deteccién del Clq se utiliza
un anticuerpo_de conejo dirigido contra el Clq (Dako) y un
anticuerpo I§G de cerdo anticonejo, conjugado con peroxidasa
de rébano picante (horseradish) (Sigma). Para la deteccién

del C3e se aplica un anticuerpo C3 de ratén antihumano y un
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anticuerpo IgG de conejo antirratédn, conjugados con peroxi-
dasa de rébanc picante (Sigma).
Los célculos relativos a los valores de EC50 o de la

fijacién maxima en 10 pg/ml (Bmax) de los HuMab enéayados se

- realizan empleando un ajuste de curva de regresid4n no lineal

- (fijacién sobre un sitio) con un programas informético de la

empresa Graphpad Prism.

Resultados

El HuMab 002 seqin la invencién es capaz de fijar con
eflcacla el Clq segin se desprende de los valores de EC50 de
0,946 pg/ml y 1,159 ug/ml, y de los valores de la Bmax
{0D405) de 0,987 y 0,711 para el material derivado del hibri-
doma y del transfectoma, respectivamente. Como se esperaba,
el control negativo humano IgG4 no fija el Clgq, coﬁg se
deduce del valor de la Bmax de 0,222 en OD405. Sin embargo,
las tres variantes de Fc-ensayadas (IgG4vl, IgGlvl, IgGlv2)
han - perdido su capacidad de fijar el Clq, como indican los
valores 0OD405 de la Bmax de 0,132, 0,119 y 0,132, respectiva-
mente (tabla 3). En linea con las capacidades de fijacién del
Clq, la deposicién del C3 sobre el HuMab 002 (derivado de
hibridoma y de transfectoma) tiene 1lugar de un modo
dependiente de la concentracién de anticuerpo y los, valores
de EC50 se sittian éntre 2,7 pg/ml y 8,3 pg/ml. No obstante,
las tres varlantes de Fc son incipaces de iniciar 1la
deposicibn del €3, tal como indican los valores OD405 de la
Bmax- de 0,104, 0,156 y 0,133, respectivamente (tabla 3).

Dado que el HuMab 002 interacciona con los componentes

del complemento, este anticuerpo tiene el potencial intrin-
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seco de inducir-la CDC "in vivo". Por consiguiente, la parte

Fc de este anticuerpo se modifica con arreglo a la _invencioén.

. Tabla 3. .
ELISA de Clg ELISA de C3
Bmax (OD405 fondo Bmax (OD405 fondo
‘al0pg/ml) [ (OD405) 210 pg/mi) (OD405)
EiuMab 002 |
(hibridoma) 0,987 0,079 447 0,098
IgGdvl 0,132 . 0,104
1gGIvl 0,119 0,156
18G1v2 0,132 0,133
HuMab 002
(transitorio) 0,711 | 4,07 ]
1G4 0,222 ' 0,182

Potencial de los HuMab de la P-selectina para fildar los

receptores Fcy

Los efectos de citotoxicidad dependientes de los anti-
cuerpos IgG vienen mediados por los receptores Fcy de las
células efectoras. Se investiga mediante analisis FACS la
fijacién del HuMab 002 derivado de hibridoma y de trans-
fectoma asi como de las variantes mutantes y los antlcuerpos
de céntrol sobre las células efectoras de la sangre humana
que expresan el Fgy.

Materiales y métodos

Los transfectantes FcyRI IIAl.6 o las células efectoras
recién aisladas se incuban con anticuerpos y se detecta la

fijacién del anticuerpo con 1gG F(ab); de conejo antihumano

\ M

177



-

10

15

25

. =102 -

marcade con FITC (DAKO) o con IgG F(ab)s de conejo antihumanc
marcado con FITC (BD/Pharmingen). Se ensaya el HuMab 002
(material transitoric derivade de transfect.:oma y/o de
hibridoma y variantes mutantes) en una concentracién de 1
pg/ml (transfectantes IIAl.6) o de. 10 ypg/ml (células
efectoras). Como control negativo se utiliza la ausencia de
anticuerpo primario -o IgG4 humano (10- pyg/ml). Para detectar
la expresién de FcyRI en células ITA1.6 se utiliza el CD65 de
ratén antihumano marcade con FITC (BD/Pharmingen}. En los
ensayos en los que se utilizan células mononucleadas de
sangre periférica enriquecidas con células NK, las células NK
se identifica por doble tincién empleando el CD56 de ratom
antihumano marcado con PE (B'DlPhémingen) . Los granulocil:es Yy
monocitos se identifican en base al perfil FSC/SSC.

Se incuban 1las células IIAl.6, transfectante IIAl.6-
FcyRI y células efectoras recién aisladas con anticuerpos. Se
detecta la -fijacién del anticuerpo con Rb-o-hulgG F{ab):
marcado con FITC (PRKO) o con Rb-a-hulgG F(ab), marcado con
FI1TC (BD/Pharmingen).

Se ensaya el HuMab 002 (material transitorio derivado
de transfectoma, de hibridoma y variante mutante) en una
concentraciétn de 1 pg/ml en un ensayo de filjacién de
transfectante IIAl.6~FcyRI. Se utilizan como control negatlvo
las células IIAl.6 de tipo- salvaje-. Como control de la
expresién del FcyRI se utiliza el m-a-huCD64-FITC (BD/
Pharmingen) . . '

Se ensaya el HuMab 002 (material transitorio derivado

de transfectoma, de hibridoma y variante mutante)} en una

P
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. concentracién de 10 ng/ml en el ensayoc de fijacién de células

efectoras. El1l materlal transitorio de :transfectoma no se
somete al ensayo cliel fijacién de granulocitos. Se utiliza el
IgG4 (10 pg/ml) como control negafivo‘én todos los 'ensayos de
fijacién de células efectora.s, excepto en el ensayo de
fijacién de granulocitos. .

Se enriqliqce la séngre total con células NK empleando
un kit de aislamiento de NK (Dynal Biotech ASA, Oslo,
Noruega). Las células NK se identifican por tincién con m-a-
huCD56-FITC. |

Las PBMC (células mononucleadas de la sangre
periférica) se obtienen de sangre total empleando un
procedimiento Ficoll_descrito en el protocolo incluido en el
kit de aislamiento de las células NK (Dynal Biotech ASA,
0slo, Noruega). Se ldentifican los monocitos én base a su
perfil FSC/SSC. Los granulocitos se aislan de la sangre total
empleando gl tampén de lisis FACS y se identifican en base al
perfil FSC/SSC.

Se incuban las células efectoras. recién alsladas con
los anticuerpos y se detecta la fijacién con IgG F(ab); de
conejo antihumanos marcados con FIT(.: (DAKO) o IgG 'F(ab)z; de
conejo antihumanos marcados con FITC (.BD/Phamingen) . Se
ensaya el HuMab 002 (material transitorio derivado de
transfectoma, de hibridoma y variantes mutantes) en una
concentracidédn de '1_0 ug/ml. Se utiliza como control negativo
la ausencia del anticuerpo primario o el IgG4 huma_no (10
pg/ml). Se aislan las células NK de las muestras de MNC con
el kit de aislamiento NK (Miltenyi Biotec, USA). En los

¥
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ensayos en los que se utilizan células mononucleadas de
sangre periféricé enriquecidas con células NK,, -las cblulaq NK
se identifica: por doble tincién empleando el CD56.de rﬁtén
antihumano marcado con PE (BD/Pharmingen). Los granulocitos y
monocitos se aislan con arreglo al estado de la técnica a
partir de las PBMC (p.ej. con el kit de aislamiento de
monocitos (Miltenyl, ver mas arriba). Loé granulocitos y los
mohocitos se identifican en base al perfil FSC/SSC. .

Resultados

El HuMab 002 segin la invenci.én es capaz de fijarse
sobre el FcR comc indica la fijacién Qobré granul;citos,
monocitos y células NK. Las tres variantes de Fc ensayadas
(IgG4vl, IgGlvl e IgGlv2) han perdido . por complejP la
capaclidad de fijarse sobre las células NK (tabla 4)., Ademas,

el HuMab 002 se une eficazmente sobre ., granulociteos y

. monocitos, mientras que las variantes mutantes presentan

niveles de fijacién comparables a la ausencia de anticuerpo
primario o de 1IgG4, tal .-como indiéan los porcentaljes de
células que se unen al anticuerpo en las tablas 5 y 6. Esto
indica que las variantes mutantes han perdido la capacidad de
interaccionar con el FcR de las células efectoras.

Dado que el HuMab 002 puede interaccionar eficazmente
con FcR, este anticuerpo tiene el potencial intrinseco de
inducir 1la citotoxicidad "in vivo" mediada por células
dependiente de anticuerpo. La inactivacién de la interaccién
con FcR realizada para las variantes de Fc seqin la invencién

impide la ADCC de manera eficaz.

£
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Tabla 4
Anticuerpo fijacion a células NK
(% de fijacion del anticuerpo a células)
ninguno J' 0,03
HuMab 002 (hibridoma) 90,92
HuMab 002 (transitorio) 37,40
IgG4 humano 0,06
IgGdvl 0,06
IgG1v] 0,12
IgGlv2 0,00
Tabla 5
Anticuerpo fijacion a monocitos i
t% de fijacién del anticuerpo a monocitos)
ninguno 85-
HuMab 002 (hibridoma) 38,4
HuMab 002 (transitorio) 31,3
18G4 humano 9,4
IgGavl - 14,5
IgGlvl 12,3
IgG1v2 14,0

18
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Tabla 6
Anticuerpo fijacién a granulocitos
(% de fijacion del anticuerpo a gramilocitos)

ninguno 1,2

HuMab 002 (hibridoma) 63,6

IgG4vl 1,6

IgGlvl 2,1

IgGlv2 2,0
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Reivindicaciones

1. Un anticuerpo que se fija sébre la P-selectina, no
see fija sobre el factor de complemento Clg, que contliene una
parte Fc derivada de un origen humano y estd caracterizado
porgue dicho anticuerpo es un anticueer éel subgrupo humano
IgGl, que contlene por lo.nanos una mutacién en L234, L2315,
D270, N297,’ E3'18, K320, K322, P331 y/o P329 o es un
anticuerpo .del subgrupo humano I§G4, en hl_ que S228 se
reemplaza por P y L235 se reemplaza por E.

2. Linea celular de hibri&oma DSM ACC2640, DSM ACC2641
o DSM ACC2642.

3. Un anticuerpo anti-P-selectina que puede obtenerse
de la linea celular de hibridoma DSM ACC2640, DSM ACC2641 o
DSM ACC2642 .

4. Un anticuerpo anti-P-selectina, caracterizado
porque _

a} es un anticuerpo humano © huﬁgpizado Yy

b) ge fija- sobre la P-selectina con una especificidad
1000 veces mayor que sobre la E- o la L-selectina segliin se
mide por los valores de EC50 en un ensayo ELISA, eﬁ el que la
P- y E- y/o L-selectina se aplican recubriendo la placa de
microvaloracién. .

5. Una molécula de &cidc nucleicc que codifica una
molécula de anticuerpo de la reivindicacién 1, 3 & 4.

6. Un vector que contiene la molécula de ‘acido
nucleico de la'réiv;ndicacién 5.

. 7. Una célula hospedante que contiene el vector de la

reivindicacidn 6.
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8., Un método para la obtencién de una molécula de
anticuerpo de la reivindicécién 1, 3 6 4 que consiste ‘en
cultiva la célula hospedante de la reivindicacién 7 en
condiciones: que permitan la sintesis de dicha molélc'ula de
anticuerpo y en recuperar dicha molécula de anticuerpo de
dicho cultivo..

9. Una composicién que contiene una .molécula de
anticuerpo de la reivindicacién l, 3 6 4 o una molécula de
anticuerpo producida por el método de la re;vind;cacibn 8.

10. La composicién de la reivindicacién 9, éue es una
composiclén férmacéutica o de diagnéstico.

11. Una composicién farmacéutica que contiene un
anticuerpo de la reivindicacién 1, 3 6 4 y por lo menos un
excipiente farmacéuticamente aceptable. .

12, Método para el tratamientd de un paciente -que
necesite la terapla, caracterizado por la administracién ‘al
paciente de una cantidad terapéuticamente eficaz de un anti-
cuerpo segun la reéivindicacién 1, 3 6. 4.

13, Uso de un anticuerpo definido. en las reivindica-
ciones 1, 3 6 4 para la terapi;.

14. Uso de un anticuerpo definido en las reivindica-
ciones 1, 3 & 4 para la fabricacién de un medicamento desti-

nado a la profilaxis 'y el tratamiento de trastornos inflama-

. torlos y trombbticos.

15. Uso segin la reivindicacién 14 para el tratamiento
de la PAOD o de la CLI.

16. Kit que contlene una molécula de anticuerpo de la

reivindicacién 1, 3 6 4, una molécula de 4cido nuclelco de la
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relvindicacién 5, un vector de la relyindicacién 6 o una
célula hospedante de’'la reivindicacién 7.

17. Una coq:posicién' que contiene un anticuerpo,
caricterizada porque dicho anticuerpo se fija scbre la P-
selectina, contlene una parte Fc derivada de un origen humano
y no se fija sobre el factor de complementc_) Clq.

18. La composicién de la reivindicacién 17, que es una
composicién-famacéutica o de diagnoético.

19. Método para el tratamiento de un paciente que
necesite la terapla, caracterizado por la administracién al
paciente de una cantidad terapéuticamente eficaz de un anti-
cuerpo que se flja sobre la P-selectina, contiene una parte

Fc derivada de un origen humano y no se fija sobre el factor

. de complemento Clg.

20. Uso de un anticuerpo que se .fi..,;]a sobre la P-
selectina, cdnt.:iene una parte Fc derivada de un origen humano
y no se fija sob_re el factor de complemento'mq para la
terapia. .

2l. Uso de un anticuerpo qué.se fija- sobre la P-
selectina, contiene una parte Fc derivada de un origen humano
y no se fija sobre el factor de  complemento Clq para la
fabricacién de un medicamento destinado a la profilaxis y el
tratamiento de trastornos inflamatorios y trombéticos.

22. Uso seqgin la reivindicacién 21 para el tratamiento
de la PAOD y de la CLI.

23, La invencién tal como se ha descrito.
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<120> ANTICUERPDS ANTI-P-SELECTINA

<130>  22354WO

<160> 52

<170> PatentIn version 3.2

'<210> 1

<211> 107
<212> PRT
<213> Homo

<4§00> 1

Glu Ile val
1 .

Glu Arg Ala’

Leu Ala Trp
; 35

Tyr Aap Ala

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe
Thr Phe Gly

<210> 2
<211> 124
<212> PRT
<213> Homo

<400> 2

sapians
Leu Thr
Thr Leu
20
Tyr Gln
Ser Asn
Gly Thr
Ala Val
85

Gly Gly
100

saplens

Gln
Ser
Gin
ng
Asp
70

Tyr

Thr

Ser

Cya

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pra

40

Thr

Thr

Cys

Val
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Ala
Ala
25

Gly
Gly
Len

Gln

Glu
105

Thr
10

Ser
Gln
Ile

Thr

Gln
90

Ile

Leu Ser
Gln Se;
Ala Ero
Pro Ala

60

Ile Ser
75

Arq Asn

Lys

Leu
Val
Arg
45

Arg

Ser

Asn

Ser
Ser
30

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro
15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80

Leu
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Glu
Ser
Asp
Ser
Gly
65

Gln

Arg

Pro

Val
ieu
Met
Gly
50

Arg
Met
Gly

Trp

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

<400>

Gln
Arg
His
35

Ile
Phe
Asn

Arg

Gly
115

107
PRT
Homo

3

Glu Ile Vail

1

Glu Arg Ala

Leu Ala Trp

.35

Tyr Asp Ala

50 .

Leu val
Leu Ser
20

Trp Val
Thr Thr

Thr Ile

Ser Leu
85

Ile- Ser

100

Gln Gly

sapiens
Leu Thr
Thr Leu
20

Tyr Gln

Ser Asn

Glu

Cys

Arg

‘Ala

Ser
70

Arg
Met

Thr

Gln
Ser
Gln

Arg

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Asp

Leu

Ser

Cys

Lys

Ala
55
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Gly Gly Gly Leu

Ala Ser
25

Ala Thr.

£0

Asp Thr
Glu Asn

Gly Asp

Arg Gly
1056

val Thr
120

Prolhla

Arg Ala

25

Pro Gly
40

Thr Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Thr
90

Val

Val

Thr

10

Sar

Gln

Ile

»

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Lya

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

val

Thr

Gly

Pro

60

Asn

Val

Asn

Ser

Ser

Ser

Pro

Ala
60

Gln
Phe
Leu
45

Gly

Ser

Tyxr

Asn

Leu
Val
Arg
45

Arg

Pro
Ser
30

Glu
Ser
Leu

Tyr

Trp
110

Serx

Ser
30

Leu

Phe

Gly

15

Ser

Trp

-Val

Tyr

Cys
95

Phe-

Pro
15
Ser

Leu

Ser

Gly

Tyr

Val

Lys

Leu

80

Ala

Asp

Gly

Tyr

Ile

Gly

K
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Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 4
<211> 124
<212> PRT
<213> Homo

<400> 4
Glu val Gln
1

Ser Leu Arg

Asp Met His
35

Ser Ala Ile
50

Gly Arg Phe
65

Gln Met Asn

Arg Gly Arg

Pro Trp Gly
115

<210> 5
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo

Gly

-Ala

Thr

Val
[: 1

Gly Gly

100

saplens

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Tyr
100

Gln

val

Ser

Val

Ala

Ile

Leu

85

Ser

Gly

saplens

70

- 113 -

Tyr Tyr. Cys Glﬁ Gln

90

Thr Lys Val Glu Ile

Glu

Cys

Arg

Ala

Ser

70

Arg

Gly

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

Arg

Ala

Ser

Lau

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Glu

Gly

Val
120

105

Gly Gly
10

Ser Gly
25

Thr Gly

Ile Tyr

Asn Ala

Asp Thr
S0

Ser Tyr
105

Thr val

15

Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro

80

Aré Ser Asn Trp Pro Leu

Lys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

15

Ala

Tyr

Ser

Val

Thr

Gly

Pro

60

Asn

Val

Asn

Ser

Arg

Phe

Leu

45

Gly

Ser

Tyr

Rsp

Pro

Ser

-30

Glu

Ser

Tyr

Trp
110

95

Gly Gly

15

Asn Tyr

Trp Val

Val Lys

Tyxr Lau

Cys Ala
85

Phe Asp
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<400> 5

Aép Ile Gln
1

Asgsp Arg Val

Leu Ala Trp
a5

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe
Thr Phe Gly

<210> 6

<211> 128
" 212> PRT
<213

<400> 6
Gln val Gln
1

Ser Leu Arg

Gly Met His
35

Ala Val Ile
50

Lys Gly Arg
65

Homo,

Met

Thr
20°

Tyr

‘Sear

Gly

Ala

Gly’

100

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Gln
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Gln
Leu

Asp

" 70

Thr

.B5

Gly

sapiens

Leu

Leu
20

Val

Ser

Trp Val

Trp

Phe

Tyr

Thr

Tyr

Thr

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile
70

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Ala

Gln

Gly
55

Ser

Pro

Arg
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Ser

Ala

" 25

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Gly

Ala

Ala

40

Thr

Arg

Glu

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser
10

Ser

Lys

Val

Tﬁr

Gin

90

Ile

105 -

Gly

Ser

25

Pro

Phe

Asp

Gly
10

Gly

Gly

Lys

Asn

Gln

Ala

Pro

Ila

75

Tyxr

Lys

vVal

Phe

Glu

Tyr

Sex
15

Ser
aly
Pro
Ser
60

Ser

His

Val
Thr
Gly
Tir
60

Lys

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Gln

Leu
45

Als

Asn

Ser

Ser

30 .

Ser
Phe
Leu

Tyr

Pro
Ser
30

Glu

Asp

Thr

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

a0

Leu

Arg

Tyx

vVal

Val

Ser
80
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Leu Leu Met
Thr Arg Gly

Tyr Gly Met
115

<210> 7
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo
<400> 7
Asp 1le Gln
1 .

Asp Arg Val

Leu Ala Trp
a5

Tyr Ala Rla
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe
Thr Phe Gly

<210> 8

<211> 117
<212> PRT
<213> Homo

<400> B8

Asn Ser Leu Arg Ala

85

Gly Tyr Tyr Gly Ser

100

Asp Val Trp Gly Gln

sapiens

Met Thr

Thr Ile

20

Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr

Ala Thr
B85

Gly Gly
100

saplens

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyxr

Thr

120

Ser Pro
Cys Arg
Lys Pro

40

Gln Ser
55
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val
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Glu Asp Thr Ala

Gly Ser Ser Phe

105

20

Gly Thr Thr Vval

Ser

Ala

25

Glu

Gly

Leu

Gin

Glu
105

Ser

10

Sar

Lys

val

Thr

Gln
90

Ile

Leu
Gln
ﬁla
Pro
Ile
5

Tyr

Lys

Ser

‘Gly

Pro-

Ser
60

Ser

His

Val

Asp

Thr
125

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Tyxr

Tyr
110

Val

Ser

Sex
30

Ser

Phe

Leu

Tyr

Tyr Cys

95

Tyr Tyr

sgr

Val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
85

Ser

Gly

Trp

Ile .

Gly

Pro
80
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Gln

Ser

Ser

Gly

Gln

65

Met

Ala

Val

val Gln

Val Lys

Met His
35

Gly Phe
50

Gly Arg
Glu Leu
Thr Asp

Thr val
115

<210> 9
<211> 108
<212> PRT

<213>

Bomo

<400> 9

Glu

T

Glu

Leu

Tyr

Ala Trp

Ile val

Arg Ala

35

Asp Ala
50

Leu Val

Val Ser
20

Trg Val

Asp Pro

Val Thr

Ser Ser

85

Asp Leu
100

Ser Ser

saplens

Leu Thr.
5

Thr Leu
20

Tyr Gln

Ser Asn

Gln

Cys

Axg

Glu

Mat

70

Leu

Asp

Gln

Ser-

Gln

Arg

Ser Gly.

Lys. Val

Gln Ala
40

Rsp Gly
55

Thr Glu
Arg Ser

Tyr Phe

Ser Pro
Cys Arg

Lys Pro
40

Ala Thr
55
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Ala Glu Val
10

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Asp
105

Ala
25

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
90

Tyr

Thr
10

Ser
Gln

Ila

Tyr

Lys

Ile

Ser

75

Thr

Trp

Leu

Gln

Ala

Pro

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr

Ala

Gly

Ser
Ser
Pro

Ala
60

Lys

Leu

T30

Leu
45

Ala

Asp

Val

Gln

Val

Arg
45

Arg

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyz

Gly
110

Ser

Ser
30

Leu

Phe

Gly
15 -

Glu

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Thr

Pro
15
Ser

Leu

Ser

Aia

Leu
Met
Phe

Tyr

80

Cys

Gln

Gly
Tyxr
Ile

Gly

192



Ser
65

Glu

Val

Gly Ser

Asp FPhe

Thr Phe

<210> 10
<211> 117
<212> PRT

<213>

Homo

<400> 10

Gln

1

Ser

Ser

Gly

Gln

65

Met

Val

Val Gln
val Lys
Met His
35

Gly Phe
50 -

Gly Arg
Glu Leu

Thr Asp

Thr Val
115

<210> 11
<211> 108
<212> PRT

<213>

Homo

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Val
85

Gln

saplens

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Sar

Asp

100

Ser

vVal

Ser

Val

Pro

Thx

Ser

85

Leu

Ser

sapleans

- 117 -

Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Lau Glu Pro

70

Tyr Tyr Cys Gln Gln

S0

Gly Thr Arg Leu Glu

Gln

Cysa

Arg

Glu

Met

70

Lau

Asp

Ser

Lys

Gin

Asp

Thr

Arg

Tyr

Gly

vVal

Ala

40

Gly

Glu

Ser

Phe

105,

Kla

Ser

25

P.I'IO

Elu

Asp

Glu

Asp
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

75

BO

Arg Ser Asn Trp Pro Pro

Ile Lys

Val Lys

Tyc Thr

Lys Gly

Ile Tyr

60

Ser Thr
75

Thr Ala

Trp Gly

Lys

Lau

Leu

45

Ala

Asp

val

Gln

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr

Gly
110

95

Gly
15

Glu

Trp

Lys

Ala

Tyr

55

Thr

Ala

Leu

Met

Phe

Tyr

80

Cya

Gln

193



<100$
Glu Ile
1

Glu Arg

Leu Ala

Tyr Asp

Ser Gly
65

Glu Asp

Val Thr

<210>
<21l1>
<212>
<213>
<400>

Gln Val
1

Ser Leu

Gly Met

Ala Vval
50

Lys Gly
65

1}

Val

Ala

Trp
35

Ala

Ser

Phe

Phe

12
128
PRT
Homo
12

Gln
Arg
His
35

Ile

Arg

Leu Thr

Thr Leu
20 .

Tyr Gln

Ser Asn

Gly Thr

Ala Val
85

Gly Gln
100

sapiens

Leu Val
5

Leu Serx
20

Trp Val

Trp Tyr

Phe Thr

Gln

-Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Gly

Glu

Cys

Arg

ABsp

Ile
70

Ser.

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

“Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Prq

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Arg

Gly

Ala
40

Thr

Arg

~ 118 -,

Ala

Ala

25 .

Gly;

-Gly

Leu

Gln

Leu
105

Gly

Ser

25

Pro

Phe

Asp

Thr
10

Ser
Gln
Ile
Thr
Gln
S0

Glu

Gly
10

Gly
Gly

Lys

Asn

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Axg

Ile

Vn}
Phe
Glu
Tyr

Ser
15

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Lys

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Leu
Val
Arg
45

Arg

Ser

Asn

Gln
Phe
Lau
45

Ala

Asn

Ser

Ser

30

‘Leu.

Pha

Leu

Trp

Pro

Ser
30

Glu
Asp

?hr

Pro
15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Ser

Sar

Leu

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Arg

Tyrx

Val

Val

Ser
80

A\

194



Leu Leu Met
Thz Arg'Gly

Tyr Gly Met
115

<210> 13
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo
<400> 13
Asp Ile Gln
] ]

Asp Arg Val

Leu Ala Trp
35

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Pha Gly

<210> 14
<211> 124
<212> PRT
<213> Homo

<400> 14

Asn

Ser
85

Gly Tyr

100

Asp

Val

sapiens

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

saplens

Leu Arg Ala

Tyr Gly Ser

Trp Gly Gln

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

120

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

- 119 -~

Glu
Gly

105

Gly

Ser

Ala

25

Glu

Gly

Leu

Gln

Glu

105 °

80

Asp Thr Ala Val

Ser Ser Phe Asp

Thr

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln
a0

Ile

Thr Val

Leu Ser
Gln Gly
Ala Pro
Pro Ser

60

Ile Ser
75 .

Tyr Asn

Lys

Thr
125

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Tyr

Tyr

110

Val

Ser

Ser

30

Ser

Phe

Tyr

Tyr Cys

Tyr

Sar

vVal
15

Ser

Ser

&Gln

Pro
95

Tyr

Ser

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

80

Leu

w

%



Glu

Sexr

Asp

Ser

Val

Leu

Met

Ala

" 50

Gly
65

Gln

Arg

Pro

Arg

Met

Gly

Trp

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

<400>

Gln

Arg

His
as

Ile

Phe

Asn

Arg

Gly

115
15
107
PRT

Homo

15

Ala Ile Gln

1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp

35

Tyr Ala Ala

50

Leu Val

Leu Ser
20

Trp Val

Ser Thr

Thr Ile

Ser Leu

85

Phe Asp
100

Gln Gly

sapiens

Leu Thr

Thr lle

20

Tyr Gln

Ser Ser

Glu
Cys
Arg
h%a

Ser
70

Arg

Gly

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Val

Ser

Leu

Ser

Cys

Lys

Gln
55

Gly
Ala
Ala
40

Asp
Glu

GLy

Gly

vVal

120

Pro
Arg
Pro
40

Ser

- 120 -

Gly Gly Leu

Ser
25

Thr

Thr

Asn

Asp

Sex
105

Thr

Ser

Ala
25

Glu

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Thr

50

Tyr

vVal

Ser

10

Ser

Lys

Val

Phe
Lys
Tyr
Lys
75

Ala
Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

V?l
Thr
Gly
Pro
60

Asn

Val

Asn

Ser

Ser
Gly
Pro

Sex
60

Gln

Phe
Leu
45

Gly

Ser

Tyr

Asp

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Trp
110

Ser

Ser
30

Ser

Phe

" Gly

15

Ser
Erp
Val
Tyr

Cys

95

Phe

Val
15
Ser

Leu

Ser

Gly

Tyr

val

Lya

Leu
pO

Ala |

Asp

Gly

Trp

Ils

Gly

W

19€



Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe
Thr Phe Gly

<210> 16
<211> 124
<212> PRT
<213> Homo
<400> 16

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Asp Met His
35

Ser Ala Ile
50

Gly Arg Fhe
Gln Met Asn
Arg Gly Arg

Pre Trp Gly
115

<210> 17
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo

Gly Thr
Ala Thx

85

Gly' Gly
100

sapiens
Leu Val
Leu Ser
20

Trp Val

Ser Thr

Thr Ile

Asp Phe Thr

70

Tfr Tyr Cys

Thr Lys Val

Glu

Cys

Arg

Ala

Ser

70

Ser Leu
BS

Phe Asp
100

Gln Gly

saplens

Arg

Gly

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Val

Ser

Leu

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Glu

Gly

Gly

vVal
120

- 121 -

Leu

Gln

Glu
105

Gly

Ser

25

Thr

Thr

Asn

Asp

Ser

105

Thr

Thr Ile 8er Ser Leu Gln Pro
75 ) 80

Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Leu
50 . 95

Ile Lys

Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
10 15

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
ao

Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
45

Tyr Tyr Pro Gly Ser Val Lys
60

Ala Lys Asn Ser Leu Tyr Leu
75 80

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
90 95

Tyr Tyr Asn Asp Trp Phe Asp-
110

Val Ser Ser



]

<400> 17
Glu Tle Val
b

Glu Arg Ala

Leu Ala Trp
* 35

Tyr Asp Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe
Thr Phe Gly

<210> 18
<211> 124
<212> PRT
<213> Homo

<400> 18
Glu Val Gln
1l

Ser Leu Arg

Asp Met His
35

Ser Ala Ile
50

Gly Arg Phe
65

Leu Thr

Thr Leu
20

Tyr Gln
Ser Aan
Gly Thr

Ala val
85

Gly Gly
100

sapiens

Leu Val
5

Leu Ser
20
Trp Val

Ser Thr

Thr Ila

Fln
Ser
&ln
Arg
Asp
70

Tyr

Thr

Glu

Cys

Arg

Ala

Ser
70

Ser

Cys

Lya.

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Pro

Arg

Pro

40

Thx

Cya

Val

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Glu

- 122 -

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
108

Gly

Thxr
10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

20

Ile

Gly

10

Ser

25

Thr

Thr

Asn

Gly

Gly

Tyr

Ala

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

15

Arg

Lys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys
75

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Tyr

val

Thx

Gly

Pro

60

Asn

Leu

Val

.Aig

45

Arg

.Ser

Asn

Gln

Phe

Leu

45

Gly

Ser

Ser

Ser
30

Leu,

Phe

Leu

Trp

Pro
Ser
30

Giu

Ser

Lau

Pro
15

Ser

Ser

Glu

Pro
95

Gly

15

Trp

val

Tyr

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80

Leu

Gly

Tyx

Val

Lys

Leu
80

19¢




Gln Met
Arg Gly
Pro Trp

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Glu Ile
1

Glu Arg

Tyr Leu

Ile Tyr
50

Gly Ser
&5

Pro Glu

Phe Thr

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

<400>

Asn
Arg

Gly
115

19
108
PRT
Homo
19

Val
Ala
Ala
35

Gly
Gly
Asp

Phe

20
118
PRT
Homo

20

Ser’

Leun
85

Phe Asp

100

Gln

Gly

sapiens

Leu

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Arg Val Gly

Gly Ser Gly

Thr Leu Val

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Ala
85

Prq

saplens

val

Gly

Ser

Cys

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

120

Pro

Arg

Lys

40 .

Ala

Phe

Tyr

Lys

- 123 -~

Asp

Ser

105

Thr

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala.

95

Tyr Tyr Asn Asp Trp Phe Asp

i10

Val Ser Ser

Thr Leu Ser Leu Ser
10

Ser Gln Ser Val Ser
30

Gly Gln Ala Pro Arg
45

Gly Ile Pro Asp Arg
60

Leu Thr Ila Ser Arg
15

Gln Gln Tyr Gly Ser
920

Asp Ile Lys

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly
Ser
Leu
s?r
Glu

80

Pro

199



Gln Val

Ser Leu

Gly Met

Ala Val
50

Lys Gly
65

Leu Gln

" Ala Arg

Thr Met

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ala Ile
1l

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Asp
50

Gln

Arg

His

Ile

Arg

Met

Asp

Val
115

- 21
107
PRT
Homo

21

Gln

Val

Trp
35

Ala

Lep

Lau
20

Trp

Trp

Phe

Asn

Gln
100

Thr

val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Asn

val

sapiena

leu

Thr

20

Tyx

Ser

Thr
5

Ile

Gln

Ser

Glu

Cys

Arg
Asp
Ile
70

Leu
Trp

Ser

Gln
Thr
Gln

Leu

Sar

Ala

‘Gln

Gly
55

Ser
Arg

lle

Sex

Ser
Cys
Lys

Glu
55

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Axg

Ala

Asp

Pro

Arg

Pro

40

Ser

- 124 -.

Gly Gly Val

Thr

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Val
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

20

Phe

Ser
10

Ser

Lys

val

Phg

Lys

Tyr

Ser

15

Thr

Asp

Leu

Gln

Ala

Fro

Val
Thr
Gly
Tyt
60

Lys

Ala

Ile

Ser
Gly
Pro

Ser
60

Gln Pro

Phe Ser
30

Leu Glu

Thr Asp

Asn Thr

val Tyr

Trp Gly
110

Ala Ser

Ile Ser
ao

Lys Leu
45

Arg Phe

Gly
15

Ser
Trp
Ser

Leu

Tyr
95

Gln

Val
15

Ser

Leu

Ser

Arg

Tyr

Val -

Val_

Tyr
80

Cys

Gly

Gly

Ala

Ila

Gly

WA



Ser Gly Ser

65

Glu Asp FPhe

Thr Phe Gly

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

<400>

22
124
PRT
Homo

22

Gln Pro Gln

1

Ser Val

Lya

Ser Met His

35

Gly Gly Phe

65

Gln Gly Arg

Met Asp Leu

Ala Thr Asp

Val Trp

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

Gly
115

23
107
PRT
Homo

Gly Thr

Ala Thr
85

Gln Gly
100

saplens

Leu val’

Val Ser
20

Trp Val
Asp Pro

val Thr

Ser Ser
85

Leu Ala
100

Gln Gly

papiens

Asp Phe Thr

70

Tyr Tyr Cys

Thr Lys Leu

Gln

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Gly

Thr

Ser

Lya

Gln

Asn

55

Thr

Axg

Gly

Thr

Gly

Val

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ser

Val
120

- 125 -

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

Gln

Glu
105

Ala

Ser
25

Pro

Glu

Asp

Glu

Asp

105

Thr

Gln

30

Ile

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Thr

Asp

90

Phe

val

75 80

Phe Asn Sér Tyr Pro Tyr
-85

Lys

Val Lys Lys Pro Gly Ala

Asn Thr Leu Th; Glu Leu
30

Lys Gly Leu Glu Trp Met
45

Ile Tyr Ala Gln Lys Phe
60

Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
75 80

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
95

Tyr Tyr Tyr Gly Leu Asp
110

Ser Ser

20(



<400> 23 .

Arg Thx Val Ala
1

Gln Leu Lys Ser
20

Tyr Pro Arg Glu
) a5

Ser Gly Asn Ser

Thr Tyr Ser Leu
65

Lys His Lys Val

Pro Val Thr Lys
100

<210> 24
<211> 330
<212> PRT

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr
85

Ser

<€213> Homo saplens

<400> 24
Ala Ser Thr Lys
1

Ser Thr Ser Gly
20

Phe Pro Glu Pro
) kL]

Gly Val His Thr
- 50

Leu Ser Ser Val
65

Gly

Gly

Val

Phe

val

Pro Ser
Thr éla
Lys Val
Glu Ser

55

Ser Thr
70

Ala Cys

Phe Asn

Pro Ser
Thr Ala
Thr val
Pro Ala

55

Thr Val
70

Val

Ser

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

vVal

Ala

Ser

40

Val

Pro

- 126 -

Phe

Val
25

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
105

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Ile
10

Val
Lys
Glu
Leu
Thr
90

Glu

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Sar

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

RHis

Cys

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser -
75

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

Ala

Lau

Gly

Ser

60

Leau

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Pro

vVal

Ala-

45

Gly

Gly

Ser
Asn
30

Ala
Lys
Asp

Leu

Ser
Lys
a0

Len

Leu

Thr

hsp

15

Asn

Leu

Tyr

Ser
85

Ser
15

Asp
Thr

Tyr

Gln

Glu
Phe
Gln
Ser
Glu

80

Ser

Lya.
Tyr
Ser
Ser

Thr
80



Tyr

Lys

"Pro

Lya

val

1le

Val

Ala

Pro

130

val

145

Tyr

Glu
His
Lys
Gln
225
Leu
Pro

Asn

Leu

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr
290

Cys

Glu

Pro

118

Lys

Val

Asp

Tyx

Asp

185

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
180

Trp

Pro

Glu

Asn

lle

260

Thr

Lys

val
as

Lys

Leu

Thr

val

val
165

Ser

Len

Pro
Gln
245
Ala

Thr

Leu

Asn

Se:;

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

val

Pro

Thr

His

Cys

Gly
Mat
135

Ris

vVal

Tyr

Gly
Ila

215

val

Sex

Glu

Pro

Val
295

Lys
Asp
Gly
120
Ile

Glu

His

Arg
Lys
2040
Glu
Tyr
Leu
Trp
vVal
280

Asp

- 127 -

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

val
185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

SB_:

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala
170

val

Tyr

Thr

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Sar

Arg

Thr

Thr

Phe

Pro
140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp
300

Lys
Cys

Lau
12%

Glu
Lys

Lys

Leu
Lys
205
Lys

Ser

Lys

Gln

Gly
285

Gln

Val

Pro

Aain

Pro-

110

Phe:

:Val

Phe

Pro

Thr
190

val

Ala
Arg
Gl-y
Pro
270

Ser

Gln

Pro

Thr

Asn

Axg
175

val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Lys
Cys
Pro
Cya
rep
160

Glu

Asn
Gl'y
Glu
240
Tyr
Asn

Phe

Asn



Val Phe Ser

. 305

Gln Lys Ser

<210>
.€211>
<212>
<213>

<400>

25
329
PRT
Homo

25

Ala Ser Thr

1

Ser Thr Ser

Phe Pro Glu

35

Gly Val His

50

Leu Ser Sar

65

Tyr Ila Cys

Lys Val Glu

Pro Ala Pro

115

Pro Lys Asp
130

Val Val

145

Asp

- 128 -

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

310

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

325

sapiens

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Pro

Thr

val

Gly

Gly

val

Phe

Val

Val

85

Lys

val

Ser

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Ala

Met

His
150

Ser
Ala
val
Ala
55

Val
His
Cys
Gly
Ile
135

Glu

Val

Ala

Val
Pro
Lyé
Asp
Pro
120

Ser

Asp

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Ser

Arg

Pro

330

Pro
10

Gly

Gln

Sear

Ser

99

Thr

Val

Thr

Glu

315

Leu

Cys

Ser

Sar

Ser

75

Asn

His

Phe

Pro

val
155

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Leu

Glu

140

Lys

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Phe
125

Val

Phe

Sar

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Pro

110

Pro

Thr

Asn

Ser
15

Asp’

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Cys

Trp

320

Lys

Tyr

Sar

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Lys

val

Tyr
160

oC(



Val

Gln

Gln

Gly

Pro

225

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

305

Lys

Asp

Tyr

Asp

Leu

210

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

290

Ser

Sex

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

<400>

Gly

Asn

Trp
195

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

275

Lys

Cys

Leu

26
330
PRT
Homo

26

Ala Ser Thr

1

Val

Ser
180

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

260

Thr

Ser

Ser

Glu

val

165

Thr

Asn

Ser

Gln

val

245

val

Pro

Thr

Val

peu
325

sapiens

Tyr

Gly

Ile

val

230

Ser

Glu

Pro

val

Met

310

Ser

His

Arg

Lys

Glu

215

Tyr

Leu

Trp

Val

Rsp

295

His

Pro

Asn
Val
Glu
200
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
280
Lys

Glu

Gly

- 129 -

Ala

Val
185

Tyzx-

Thr

Cys
Ser
265
Asp
Ser

Ala

Lys

Lys

170

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

250

Asn

Ser

Arg

Leu

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

235

Val

Gly

Asp

Trp

His
315

Lys
Leu
Lys
Lys
220
SaF
Lys
Gln
Gly
Gln

300

Asn

Pro

Thr

val

205

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

285

Gln

His

Arg

Val

150

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

270

Phe

Gly

Tyr

Glu

175

Asn

Gly

Glu

Tyr

255

Asn

Phe

Asn

Thr

Glu

His

Lys

Gln

Leu

2490

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
320

Lys Gly Pro Ser Val FPhe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys

5

10

15



Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gin
225

Thr

Pro

Val

50
Sér

Ile

vVal

Ala

Pro

130

val

Val

Gln

Gln

Ala
210

Pro

Ser

Glu
35

His

Ser

.Cys

Glu
Pro
115
Lys
Vval

Asp

Tyx

Asp
185

Lau

Arg

Gly
20

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
180

Trp

Pro

Glu

Gly

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Ala

Thr

Val

Val
165

Ser

Leu

Ala

Pro

Thr

Thr

Pro

Ala
Val

Ala

< 55

Thr

10

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln
230

Val
His
Cys
Gly
Hep
135
His

Val

Tyr

Gly

Ile
215

Val

Ala
Ser
410

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lya
200

Tyr

- 130 -

rp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val
185

Glu

Lys

Thr

Asn
Gln
Ser
Ser
90

Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
170
Val
Tyr

Thr

Leu

Leu Gly Cys
"25 :

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lya

Pro
235

Leu Val

Gly Ala
45

Ser Gly
60

Leu ‘Gly

Thr Lys

Thr Cys

Phe Leu
125

Pro Glu
140

val Lys

Thr Lys

Val Leu
Cys Lys
205

Ser Lys
220

Pro Ser

Lys
30

Leu

Leu

Tﬁr

val

Pro

110

Phe

Val

Phe’

Pro

Thr
190

val

Ala

Arg

Rsp
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
Pro
Th
Asn
Arg
175
Val
Ser
Lys

Asp

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cya

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu
240




Leu Thr

Pro Ser

Aan Tyr

Leu Tyr
290

Val Phe
305

Gln Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ala Ser
1

Ser Thr

Phe Pro

Gly Val
50

Leu Sexr
65

Tyr Thr

Lysa
Asp
Lys
275
Ser
Ser
Ser

27
327
PRT
Homo

27
Thr

Ser

Glu
35
His

Ser

Cys

Asn Gln
245

Ile Ala

2860

Thr Thr

Lys Leu

Cys Ser

Leu Ser
325

sapiens

Lys Gly

Glu Ser

20

Pro Val

Thr Phe

Val Val

Asn Val
85

val

Val

Pro

Thr

val

310

Leu

Pro

Thr

Thr

Fro

Thr

70

Asp

Ser

Glu

Pro

vVal
295

-Het

Ser

Ser
Ala
Val
Ala
55

vVal

His

Leu
Trp
Val
280
Asp

His

Pro

Val
Ala
Ser
40

Val

Pro

Lys

- 131 -

Thr
Glu
265
Leu
Lys

Glun

Gly

Phe

Leu
25

Tzp
Leu
Ser

Pro

Cys

250

Ser

Asp

Sar

Ala

Lys
330

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser
90

Léu Va}
Asn Gly
Ser Asp
Arg frp

300

Leu His
315

Leu Ala
Cys Leu
Ser Gly
Ser Ser
60

Ser Leu

Aan Thr

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Pro

val

Ala
45
Gly

Gly

Lys

Gly

Pro
270
Ser

Gln

His

Cys
Lys
30

Leu
Leu

Thr

val

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp
95

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

267



Arg

Glu

Asp

Asp

Val

Phe

Thr

130

Val

145

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

225

Ile

Thr

Arg

Cys
305

vVal

Ser

Leu

Ser

210

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

290

Ser

Glu

Leu

115

Lau

Ser

Glu

Thr

Asn

195

Ser

Gln

val

Val

Pro

275

Thr

val

Ser

100

Gly

Met

Gln

val

Tyr

180

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

260

Pro

Val

Met

Lys
Gly
Ile
Glu
His
165
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
245
Trp
Val

Asp

His

Tyr
Prq
Ser
Asp
150
Asn
vVal
Glu
Lys
Thr
230
Thr
Glu
Leu

Lys

Glu
310

Gly

Ser

Arg

135

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

215

Leu

Cys

Ser

Ser
295

Ala

Pro

Val

120

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

200

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Axg

Leu

- 132 -

Pro
105

Phe

Pro

Val

Thr

val

185

Cys

Ser

Pro

val

Gly

265

Asp

Trp

His

Cys

Léu

Glu

Gln

Lys

170

Leu

Lys

L'ya

Ser

Lys

250

Gln

Gly

Gln

Asn

Pro

Phe

val

Phe

155

_P.I’.'O

Thr

val

Gln

235

Gly

Pro

Ser

Glu

His
315

Ser

Pro

Thr

140

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

220

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

300

Tyr

Cya

Pro

125

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

205

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

285

Asn

Thr

Pro
110

Lys

Val

Tyr

Glu

Ria

190

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

270

Leu

Val

Gln

Ala

Pro

Val

Val

Gln

175

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Pro
Lys
val
Asp .
160
Phe
Asp
Leu
Arg
Lys
240
Asp
Lys
Ser
Ser

Ser
320



Leu Ser Lsu

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

<400>

28
327,
PRY
Homo

28

Ala Ser Thr

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Glu

Asp
145

Gly

Thr

Pro

Val

50

Ser

Thr

Val

Phe

Thr

130

val

val

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Glu

115

Leu

Ser

Glu

Ser Leu Gly Lys

saplens

Lys

Glu

20

Pro

Thr

Val

Asn

Ser

100

Gly

Met

Gln

Val

325

Gly

Ser

Val

Phe
vVal
val
85

Lysa
GlLy
Ile

Glu

His
165

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Tyr

Pro

Sex

Asp

150

Aan

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Gly

Sar

Arg

135

Pro

Ala

vael
Ala
Ser
40

val
Pro
Lys
Pro
val
120
Thr

Glu

Lys

- 133. -

Phe

Leu
25

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

105

Phe

Pro

Val

Thr

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
80

Cys
Leu
Giu

Gln

Lys
170

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Pro

Pha

Val

Phe

155

Pro

Ala Pro
Leu Val

Gly Ala
45

Ser Gly
60

Leu Gly
Thr Lys
Pro Cys
Pro Pro

125

Thr Cys
140

Asn Trp

Arg Glu

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
val
Pro
110
Lys
Val

Tyr

Glu

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

95

Ala

Pro

val

val

Gln
175

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr ’

80

Lys

Lys

-Val

Asp
160

Phe



Asn Ser

Trp Leu

Pro Ser
210

Glu Pro
225

Asn Gln Val

Ile Ala

Thr Thr

Thz

Asn

195

Ser

Gln

Val

Pro
275

Arg Leu Thr

250

Cys Ser
305

Leu Ser

<210>
<211>»
<212>
<213>

<400>

Ser Tyr
1

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

Val

Leu

29 .

PRT
Homo

29

Asp

30

PRT
Home

Tyr

180

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

260

Pro

Val

Met

Ser

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

His

Leu
325

saplens

Met

His
5

sapiens

vVal

Glu

Lys

Thr
230

Thr

245

Glu

Leu

Lyh

Glu

va{
Tyr
Thr
215
Len
Lys
Ser
Asp
Ser

295

Ala

310 .

Gly

Lys

Sear
Lys
200

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Arg

- 134 -

Val Leu Thr

185,

Cys

Sar

Pro

val

Lys

Lys

Ser

Lys

. 250

Gly
265
Asp
Trp

His

Gln

Gly

Gln

Ash

Val

Ala

Gln
235

Gly

Pro

Ser

Glu

His
a1s

Val

Ser

Lys

220

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

300

Tyr

Leu
Asn
205

Gly

Glu

Tyr
Aén
Phe
285

Asn

Thr

His
190

Lys.

Gln

Met

Pro

Asn

270

Leu

Val

Gln

Gln

Gly

Thr

Ser
255

Tyr

Tyr

Phe

Lys

ABP

Leun

Arg

Lys
240

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
320

0
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<400> 30

Asn Tyr Asp Met His
1 5

<210> 31

211> 5

<212> PRT . ,
<213> Homo saplens

<400> 31

Ser Tyr Gly Met His
1l 5

<210> 32
<211> 5.
<212> PR
<213> Homo sapiens

<400> 32

Glu Leu Sar Met His
1 5

<210> 33

<211> 16

€212> PRT

<213> Homo saplens

<400> 33

Gly Ile Thr Thr Ala Gly Asp Thr Tyr Tyr Pro Gly Ser Val Lys Gly
1 5 10 15

<210> 34

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Ala Ile Thr Ala Ala Gly Asp Ile Tyr Tyr Pro Gly Ser Val Lys Gly
1 ) 5 10 15

<210> 35

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

21|
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<400> 35

Val Ile Trp Tyr Asp Gly Thr Phe Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 ’ : . 15

Gly

<210> 36

<211> 17

<212> PRT

<213> Hemo sapiens

<400> 36

Gly Phe Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr Ile Tyr Ala .Gln Lys Phe Gla
1 5 : 10 15

Gly

<210> 37

<211> 16

<212> PRT

<213> "Homo sapiens

<400> 37

Ala Ile Ser Thr Ala Gly-Asp Thr Tyr Tyx Pro Gly Ser Val Lys Gly
1 5 . 10 ] 15

<210> 38
<211> 16
<212> PRT .
<213> Homo sapiens

<400> 38

Gly Arg Ils Ser Met Asp Arg Gly Val Lys Asn Asn Trp Phe Asp Pro
1 5 10 15

<219> 39
<211> 16

' €212> .PRT )
- €213> Homo sapiens

<400> 39

2/



Gly Arg Tyr
1

<210> 40
<211>» 19
<212> PRT
<213> Homo

<400> 40

" Gly Gly Tyr

1

Met Asp Val

<210> 41
<211> 4§
<212> PRT
<213> Homo

<40C> 41
Asp Asp Leu
1

<210> 42
<211> 16

© €212> PRT

<213> Homo
<400> 42

Gly Arg Phe
1

<210> 43
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo

<400? 43

Arg Ala Ser
1

<210> 44
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo

- 137 -
Ser Glf Ser Gly Ser Tyr Tyr Asn Rap Trp Phe Asp Pro
5 1p : 15
saplens

Tyr Gly Ser Gly Ser Ser Phe Asp Tyr Tyr Tyr Tyr Gly
5 1D - 15

saplens

Asp Tyr Phe Asp Tyr -
5 i .

sapiens

Aep Gly Ser Gly Ser Tyr Tyr Asn Asp Trp Phe Asp Pro
5 10 15

sapiens
Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala

5 10

saplens

2/3
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<400> 44

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala
1 5 i 10

<210> 45

<211> 7

<212> PRT

<€213> Homo sapiens

<400> 45

Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thx
1 5

<210> 46
<211> 1
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 46

Ala Ala Ser Sar Leu Gln Ser
1l 5

<210> 47

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47

Gln Gln Arg "Asn Asn Trp Pro Leu Thr
1 . . 5 .

<210> 48

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo saplens

<400> 48

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu Thr
1 5

<210> 49

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 49

Gln Gln Tyr His Ser Tyr Pro Leu Thr
1 5 )

<210> 50

<211> 10

<212> - PRT-

<213> Homo saplens

<4§00> 590

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Pro Val Thr
1 5 10

<210> 51

<211i> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51

Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210> 52

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

Gln Gln Arg Tyr Asn Trp Pro Leu Thr
1 5

9



1/6

002

D 0 .
. + 002 + IgG1 preincub
; o A IgGavl
° i - 'y lg6vt
g o O lg61v2
T
m
0+ r v Y y 3
|04 - oot oal ] l L)
Concentracidn
10 Fig.1
2000-
v
] _
1500 . T+ 002
ﬂ ] O IgGavi
1000 A lgGivi
4 | v lgGiv2
0 - — . ; .
0.01 0032 0.1 0318 1 3182 10

Concentracidn [bg/mi]

Fig.2

2/



®

10

15

F ia medi

=

[ H

™

2/6
1600 )
14001 < -+ +. + %
1209 g 9 + 002
) v o
10003 O 1gGavi
800 A 18G1v1
sa] IgG1v2
400 v 'guly
200 { eanti-P-selectina
0: y - . "
0.1 1 10 100 108 ((1).361 A)
Concentracién  [ug/mi] i
Fig. 3a
1400,
+ 002
1200 '
N O IgGav
1000 4G 1v1
v
800 A'd
600. v igGiv2
400
2001
0 T g gl T .l ] 1
0.01 0032 0.1 0316 1 3182 10
Concentracidén  [pg/mi]
Fig. 3b

217



AN

3/6

CHO de P-selectina

+ 002
O lgGavi
- A 1gGIv1
: g 1gGiv2
5 .
[+] T v Y -
* 0,001 0.0t X -1 10 100
Concentracion - emi
Fig. 4a
a. CHO de E-selectina
4.5
S . o Ab anti-E-selectina -
10
.8
g
l:;': 01 0br o 1 10 1do 000
Concentracion  iugmi} :
Fig. 4b
0.3+ 300.19 de L-selectina
) ¢ Ab anti-L-selectina’
15 °-=1
8 0.1
04
0.4

100




10

Inhibicion (% del control)

100+

4/6

Fig 5

IgG4v1 IgG1v1 1gG1v2

Velocidad de cizalla- |
miento  65/8

B 1ug/m B 3pg/m B 10pg/m

zle &



21> ]

5/6
Fig. 6a

10 [} 4

B s 10 12 3 r_
—'E; I T L v -T‘r 1: *" "-1

® = oy w3 | ks
"g 39’ “ ells ‘-;'-'-»1‘ & " i“:"‘a F.l"’ud :

“ | ] I | 5

” p
% ] N o | R | e B
—~— T 1
[~
g 2 Ig6a1
g -«
[ 50

003pg/ml B ipg/ml 0 3pg/ml 10pg/ml




10

Leucocitos adheridos/aresa

egtandar

Fig 6b

700
600
500
400
300
200
100

6/6

IgGav1 (3
ug/mil)

Nr g

ZITR



¥

21

TRADUCCION OFICIAL No. 2006-08-20-614
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

Colombia Caso 22354

Daclaracion

Yo, ol suscrito Notario Plblico de Basilea/Suiza, por el presente declaro que la
copia anexa llamada 'Cesion’ es una copia flel del documento original que me ha
presentado

F. Hoffmann-La Roche AG

de Basilea/Suiza.

Basilea/Suiza, este dia 11-08-2008 (dia once de septiembre de dos mil seis)

Sello notarial.

Leg. Prot. 2008 No. 389 (firma: llegible)
Notario Publico



>

© ® N o

APOSTILLA .. .
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961) B
Pals: Estados Unidos de América ' o

Este documento publico

ha sido firmado por (llegible)

actuando como (llegible)

lieva el sello/estampilla de (llegible)
CERTIFICADO

on Basilea 6. el 13 de septiembre de 2006

por la Cancilleria de Estado del Cantén de Basilea

No. 8'304/14'064 .

Sello/Estampilla 10. Fima: (lleglble)

Sello de la Cancllleria de Estado, Heidi Fischer
Ciudad de Basilea OFIGIAL
nALULTONA
l.1. I:I'rl,ﬂlyma‘ﬂ!ﬂma\

2R3
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Caso 22354

Yo/Nosotros, el suscrito(s)

Yvo Graus, clentifico, ciudadano holandés
Pisnemanstraat 112, NL-8717 WG Ede, Holanda

Jacques Himber, bidlogo, cludadano francés
1 Chemin du Petemit, F-88500 Guebwiller, Francia

Miranda Jansen-Molenaar, cientlfica, cludadana holandesa
Veachtenstainiaan 56, NL-3601 Cl. Maarssen, Holanda

Dorothes Kling, bidlogo, ciudadano aleméan
Kirchmaettle 22/1, D-79400 Kandem-Tannenkirch, Alemania

Erhard Kopetzkl, bioquimico, cludadano alemén
Kastnerhofstrasse 21, D-82377 Penzberg, Alemania

Paul Parren, cientifico, ciudadano holandés
Werdomerwaard 17, NL-3984 PR Odijk, Holanda

Frank Rabers, cientlfico, cludadano holandés
Adriaan Menninckkwartier 34, NL-3554 CT Utrecht, Holanda

Beat Stelner, bioquimico, ciudadano suizo

{224



18 Im Brunnacker, CH-4112 Baettwill, Suiza

Anne Stern, biéloga, ciudadana alemana
Saalangerstrasse 33, D-82377 Penzberg, Alemania

Pamela Streln, doctora en medicina, ciudadana alemana
Oetlingerstrasse 187, CH-4057 Basllea, Suiza

Kay-Gunnar Stubenrauch, quimico, ciudadano aleman
An der Freiheit 105, D-82377 Penzberg, Alemania

Jan van de Winkel, clentlifico, ciudadano holandés
Verlengde Slotlaan 80, NL-3707 CK Zelst, Holanda

Martine van Vugt, cientifica, ciudadana holandesa
Fluweelmos 8, NL-3984 KR Houtsen, Holanda

CEDENTE(S), por el presente declaro que soy/somos el inventor(es)
Gnico/conjunto de la invencién llamada:

Anticuerpos antl-p-selectina

para la cual la primera solicitud(es) se registré asi:

Pals Fecha de registro No. Serjal
Europa 13.04.2004 04008722.3

A



y que por una causa contractual adecuada, el recibo y suficiencia de lo cual se
reconoce por el presente, yo/nosotros hemos vendido, cedido y transferido todos
los derachos y titulc a y de dicha invencién y de dicha solicitud(es) en todos los
paises del mundo al CESIONARIO:

F. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124,
CH-4070 Basel (Suiza)

La presente cesién es para, pero no se limita a, los sigulentes paises:

Argentina, Australia, Austria, Bélgica, Brasll, Canada, Chile, Colombia, Repblica
Checa, Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Grecla, Hungria, iranda, (srasel,
italia, Japén, Kazakhstéan, Corea, Luxemburgo, México, Ménaco, Holanda, Nueva
Zelanda, Noruega, Pakistan, Republica Popular China, Filipinas, Polonia, Portugal,
Rusia, Arabia Saudita, Sur Africa, Espafia, Suecia, Suiza, Taiwén, Turquia, Relno
Unido de la Gran Bretafla & Idanda del Norte, Ucranla, Uruguay, EE.UU.,
Venezuela.

En virtud de esta cesién dicho CESIONARIO tiene pleno poder para solicitar y
obtener en su propio nombre o en cualquier otro nombre y para sus proplos fines
y cuenta PATENTE DE INVENCION en todo el mundo, especialmente en los
palses anteriormente nombrados, y a reivindicar el derecho de prioridad de la
primera solicitud(es) presentada en el pals (paises) anteriormente nombrado de
acuerdo con las convenciones Intermacionales.

Se requiere legalizacion

w
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Firmado en Basllea, Suiza
el 25 de febrero de 2005

(firma: ilegible) Jacques Himber
(firma: Heglble) Dorothee Kling
(firma: ilegible) Beat Stelner
(fima: ilegible) Pamela Strein
Legalizacién

Por el presente cerlificamos que la fima de las personas anteriormente
nombradas

Jacques Himber, biélogo

Dorothee Kling, bldlogo

Beat Steiner, bioquimico
Pamela Streln, doctora en medicina

empleados de F. Hoffmann-La Roche AG, a quien/es conocemos personalmente,
es auténtica.

Basilea, Suiza 30 MAR 2005

No. 5240
(firma: llegible) Cancllleria de Estado
Ruedi Eggs Cludad de Basllea
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Sello: Cancillerla de Estado * Ciudad de Basilea *

Firmado en
el

Erhard Kopetzki
Anne Stem
Kay-Gunnar Stubenrauch

Firmado en
ol
Yvo Graus
Miranda Jansen-Molenaar

Paul Parren

Frank Rebers

Jan van de Winkel
Martine van Vugt

Traducido segin mi mejor saber y entender, este dla 20 de septiembre de
20086, en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Minlsterio de Justicia, Replblica de Colombia.

TRADUCTORA OFICIAL

9, :17/80
» Wt AMUCODARDETANA L
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OSE LLOREDA CAWACHO & CO

Colombia Case 22354

Declaration
}

1, the undersigned Notary public of Basle/Switzerland, herewith declare that the copy
entitled Assignment is a true copy of the original document which has been presented

= WA Yl

to me by »

F. Hoffmann-La Roche AG

of Basle/Switzerland.

*his 11-09-2006 (cleventh day of September two thousend and six)

r- gy
a MR @[ f W
(.‘ __- . et
- - 15 B 04
- - — Dr. Peter Kuster
- PR Advokat und Notar
\ - " Petarskirchpiatz 12
_; 7 . . ~ Pom
N CH-4001 Basel
LSRN
APOSTILLE
Leg, Prot & No. K] (Hague Coavention of Cletober 5, 1961)
y ; 1, Cu.umry: Switzerlamd (Schweiz f Suisse)
Thir cfficial dog

A /,f’ =

3. In hix/her functinn as

4 4. and vertified bysghe

3. in Baxel (Bole) 6. on

by the Spgic Chancery of the Cunton of Bascl-Stadt ........
no. }Ja?/ﬂ r 4 ’067

¥/ Scal /stamp: 10. Signuture;
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; ' Cage 22354
| Assignment '[ﬂﬂ

I/WE, the undersigned

Yvo Graus, scientist, 8 Dutch citizen ="
Pienemanstraat 112, NL-6717 WG Ede, Nethﬂ'hndl

Jacques Himber, biologist, a Prench citizen
1 Chemin du Peternit, P-68500 Guebwwiller, France

Miranda Jansen-Molenasr, scientist, a Dutch citizen
Vechiensteinlaan 56, NL-3601 CL Maarssen, Netherlands

Dorothee Kling, biclogist, 2 German citizen
Kirchmaettle 22/1, D-79400 Kandern-Tannenkirch, Germany

Erhard Kopetski, bjochemist, a German citizen
Kastnerhofstrasse 21, D-82377 Penzberg, Germany

Paul Parren, scientist, a Dutch citizen
Werdorperwaard 17, NL-3984 PR Odijk, Netherlands

Prank Rebers, scientist, s Dutch citizen
Adrisan Menninckkwartier 34, NL-3554 CT Utrecht, Netherlgnds

Beat Steiner, biochemist, a Swiss citizen
18 Im Brunnacker, CH-4112 Baetiwil, Switzerland

Anne Stern, biologist, a German citizen
Saalangersirasse 33, D-82377 Penxberg, Germany

Pamela Strein, medicsl doctor, 8 German citizen
Oetlingerstrasse 187, CH-4057 Basel, Switzerland

Kay-Gunnar Smbenrsuch, chemist, s German citizen
An der Preiheit 105, D-82377 Penzberg, Germany

Jan van de Winkel, scientist, a Dutch citizen
Verlengde Slotiean 80, NL-3707 CK Zeist, Netherlands

Martine van Vugt, scientist, a Dutch citizen
Fluweelmos §, NL-3994 KR Houten, Netherlands

ASSIGNOR(S), herewith declare that 1 am/we are the sole/joint inventor(s) of the invention entitled:
Anti-P-selectin antibodies

for which the first application(s) was (were) fled as follows:

Country Jilipgdate  Scrial No,

Burope 13.042004 040087223

mdtlutfnr d and valusble consideration, the receipt andmﬁnmcyofwh:d:uh::by I/'WE have
sold, lndh'lnsfu'rednﬂnghumﬂhtletomdﬁomtbendenmdﬁnmﬂ:eWupphmn{s)mnﬂ
countries of the world to the' ASSIGNER:

CH-4070 Basel(Switzerland)

Legnlization required
Signatures see reverse side



The present assignment is for, but is not limited (o the following countries:

Argentina, Australis, Austria, Belgium, Brazil, Canads, Chile, Colombis, Czech Republic, Denmark, Finlsnd, France,
Germany, Greece, Hungary, Ireland, lsracl, Italy, Japan, Kazakhstan, Kores, Lixembourg, Mexico, Monaco,
Netherlands, New Zesland, Norway, Pakistan, People's Republic of China, Philippines, Poland, Portugal, Russia, Saudi
Arsbis, South Africa, Spain, Switzeriand, Taiwan, Turkey, United Kingdom of Great Britain and Northern
Irdland, Ukraine, Uruguey, U.S.A., Venezuels. .

By virtue of this asignment the mid ASSIGNEE is fully entitled to apply for and obtain in their own name or in any
ather 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.

Signed at Basel, Switzerland
on February 25, 2005

Jecques Himber
Dorothce Kling

Beat Steiner

Pamcla Strein

intilemlplayofF.Hoﬂ'mmn-LlRodleAG, ho i
personally known to us, is genuine.

Basle, Switzerland

No. State Chencery of the
30 Marz 2003Canton of Basis-City
Szyo

et .\
LE .c\‘

Js

Signed at

Brhard Kopetzki
Anne Stern
Kay-Gunnar Stubenrauch

Mirands Jansen-Malensar
Paul Parren

Frank Rebers

Jan van de Winkel

. Martine van Vugt




TRADUCCION OFICIAL No. 2008-08-20-815
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

Colombia Caso 22354

Reclaracion

Yo, el suscrito Notario Pablico de Basilea/Sulza, por el presente declaro que la
copla anexa llamada 'Cesién’ es una copia fiel del documento original que me ha
presentado

F. Hoffmann-La Roche AG

de Basilea/Suiza.

Basilea/Suiza, este dia 11-09-2006 (dla once de septiembre de dos mil sels)

Sello notarial.

Leg. Prot. 2006 No. 388 (firma: llegible)
Notario Piblico

93"



APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1861)

Pals: Estados Unidos de América

Este documento pablico L
ha sido firmado por (ilegible) ' g
actuando como (iiegibie) "ot
lleva el selio/estamplila de (ilegible) -
CERTIFICADO ’
en Basilea 6. el 13 de septiembre de 2006

por la Cancilleria de Estado del Canton de Basliea
No. 8'303/14'065

Sello/Estampilla 10. Firma: (ilegible)
Sello de ia Cancilleria de Estado, Heidl Fischer
Ciudad de Basilea - .
JUCTORA GFICIAL
'fln.‘:'lﬂ[“mw'
 RATABSOOBARBETAMAY I
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Caso 22354

Yo/Nosotros, el suscrito(s)

Yvo Graus, cientffico, cludadano holandés
Werdorperwaard 3, 3(ilegible) PR, Odijk, Holanda

Jacques Himber, bidlogo, ciudadano francés
1 Chemin du Petemit, F-88500 Guebwilller, Francia

Miranda Jansen-Molenaar, cientifica, cludadana holandesa
Vechtansteinlaan 56, N.-3601 CL Maarssen, Holanda

Dorothee Kling, bidlogo, cludadano aleman
Kirchmaettie 22/1, D-78400 Kandem-Tannenkirch, Alemania

Erhard Kopetzkl, bloquimico, ciudadano aleman
Kastnerhofstrasse 21, D-82377 Penzbarg, Alemania

Paul Parren, cientffico, ciudadano holandés
Werdorparwaard 17, NL-3984 PR Odljk, Holanda

Frank Rebers, cientifico, cludadano holandés
Adriaan Menninckkwartier 34, NL-3554 CT Utrecht, Holanda

Beat Stelner, bioquimico, ciudadano suizo

4;50



18 Im Brunnacker, CH-4112 Baettwill, Suiza

Anne Stern, biéloga, ciudadana alemana
Saalangerstrasse 33, D-82377 Penzberg, Alemania

Pamela Streln, doctora en medicina, ciudadana alemana
Oetlingerstrasse 187, CH-4057 Basilea, Suiza

Kay-Gunnar Stubenrauch, quimico, ciudadano aleman
An der Freiheit 105, D-82377 Penzberg, Alemanla

Jan van de Winkel, cientifico, ciudadano holandés
Verlengde Slotlaan 80, NL-3707 CK Zeist, Holanda

Martine van Vugt, clentifica, ciudadana holandesa
Fluwesimos 8, NL-3994 KR Houten, Holanda

CEDENTE(S), por el presente declaro que soy/somos el
Gnico/conjunto de la invencién llamada:

Anticuerpos antl-p-selectina

para la cual la primera solicltud(es) se registrd asf:

Pals Fecha de reqgistro No. Serial
Europa 13.04.2004 04008722.3

inventor{es)



y que por una causa contractual adecuada, el recibo y suficiencia de lo cual se
reconoce por el presente, yo/nosotros hemos vendido, cedido y transferido todos
los derechos y titulo a y de dicha invencién y de dicha solicitud(es) en todos los
palises del mundo al CESIONARIO:

F. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124,
CH-4070 Basel (Suiza)

La presente cesién es para, pero no se limita a, los siguientes palses:

Argentina, Australia, Austria, Béigica, Brasil, Canada, Chile, Colombia, Republica
Checa, Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungria, Idanda, Israel,
Italia, Japon, Kazakhstan, Corea, Luxemburgo, México, Ménaco, Holanda, Nueva
Zelanda, Noruega, Pakistan, Repiiblica Popular China, Filipinas, Polonia, Portugal,
Rusia, Arabla Saudita, Sur Africa, Espafia, Suecia, Suiza, Taiwén, Turqula, Reino
Unido de la Gran Bretafia e ifanda dei Norte, Ucrania, Uruguay, EE.UU.,
Venezuela.

En virtud de esta cesién dicho CESIONARIO tiene pleno poder para solicitar y
obtener en su propio nombra o en cualquier otro nombre y para sus propios fines
y cuenta PATENTE DE INVENCION en todo el mundo, especiaiments en los
paises anteriormente nombrados, y a relvindicar el derecho de prioridad de la
primera solicitud(es) presentada en el pals (palses) anteriormente nombrado de
acuerdo con las convenciones internacionales.

Se requiere legalizacién

4
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Firmado en Basllea, Suiza
el 25 de febrero de 2005

Jacques Himber
Dorothee Kling
Beat Steiner
Pamela Strein

Legalizacién

Por el praesente certificamos que la fima de las personas anteriormente
nombradas

Jacques Himber, bilogo

Dorothee Kling, bidlogo

Beat Steiner, bioquimico
Pamela Strein, doctora en medicina

empleados de F. Hoffmann-La Roche AG, a qulen/es conocemos personalmente,

es auténtica.

Basllea, Suiza
No.

Firmado en
el



Firmado en Utrecht
el 8 de marzo de 2005

{firma
(firma
(firma
(firma
(firma
(firma

: llegible)
: ilegible)
: ilegible)
: ilegible)
: ilegible)
: legible)

Erhard Kopet2ki
Anne Stem
Kay-Gunnar Stubenrauch

Yvo Graus

Miranda Jansen-Molenaar
Paul Pamren

Frank Rebera

Jan van de Winkel
Martine van Vugt



Visto por mi, el sefior Bart Herman Theodor Terhorst, Notario Péblica en Utrecht,
Holanda, para la legalizacidn de las firmas sobre el documento adjunto, de:

1. Sefior Yvo M. F. Graus, nacido en Velsen, Holanda, el 1 de marzo de 1963,
licencia de conduccidn nimero 3114127438; y

2. Sefiora Miranda Bemardina Johanna Jansen-Molenaar, nacida en Wisch,
Holanda, el 2 de noviembre de 1970, licencia de conduccién nimero
3158260424,

3. Sefior Paul Willem Henri Ida Parren, nacido en Roermond, Holanda, el 30
de abril de 1983, pasaporte nimero NB 5216850;

4, Sefior Frank E. M. Rebers, nacido en Slledrecht, Holanda, el 15 de octubre
de 1968, licencia de conduccién nimero 3206168425;

5. Sefior Johannes Gerardus Joseph van de Winkel, nacldo en Venray,
Holanda, el 1 de marzo de 1981, pasaporte nimero ND2487742; y

6. Sefiora Martine Jannigje van Vugt, nacida el Werkendam, Holanda, el 3 de
marzo de 1970, pasaporte nimerc M10760556.

Firmado en Utrecht, Holanda
ol 8 de marzo de 2005

Sellos. (firma: ilegible)

Traducido segin mi mejor saber y entender, este dia 20 de septiembre de
2006, en la cludad de Bogota, D.C., por Anlta Escobar de Tamayo, Traductora

Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicla, Replblica de Colombia.
1A IILTORA OFICIAL,
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Colombia Case 22354

Declaration

I, the'undersigned Notary public of Basle/Switzerland, herewith declare that the copy
entitled Assignment is a true copy of the original document which has been presented

to me by

F. Hoffmann-La Roche AG

@

of Basle/Switzerland.

-/\.his 11-09-2006 (cleventh day of September two thousand and six)

Bn_u-”-Switz'l
/ > NA @./, ﬂ WJ
) PETTE . fete)
\J .:"" -
- e o Dr. Peter Kuster
~r - Advokat und Notar
- '\...: _/' cH-m
- — \ -
APDSTILLE
| {Hague Conventivm . | (Xtober 5ib, 1961)
@ \ G NO. 389 . . - =
L Prol. < et ! 1. Country: Switzeiland (Schiweis / Suisse)
’l.,’l : This oiTiciul d 1 '
_'t’.’ . . is signed hy
7 P
'l'l -
;l ’f | 4
i}
A
. In Bascl (Bale} B. ON coiviireneremsrarae sessameranennsasnns
%\ by the Sm'c Chancery of the Cnaton of Bascl-Siadi ........
Scal /xtump: 10, Signatu
.- 1




4 Assignment a
- U/WE, the undersigned

YvoGuul.mmt.lDut:hatmen Werdaxr-peruioord 3, 33 W PR Odi|\e

Jacques Himber, biologiat, a French ditizen
1 Chemin du Peternit, P-68500 Guebwiller, France

Miranda Jansen-Molenasr, scientist, 8 Dutch citizen
Vechtensteinlaan 56, NL-3601 CL Maarssen, Netherlands

Dorothee Kling, biologist, s German citizen
Kirchmaettle 22/1, D-79400 Kandern-Tannenkirch, Germany

Erhard Kopetzki, biochemist, s German citizen
Kasmerhofstrasse 21, D-82377 Penzberg, Germany

Paul Parren, scientist, a Dutch citizen
Werdorperwaard 17, NL-3984 PR Odijk, Netherlands

Prank Rebery, scientist, 8 Dutch citizen
Adrisan Menninckkwartier 34, NL-3554 CT Utrecht, Netherlands

Beat Steiner, biochemist, a Swiss citizen
18 Im Brunnacker, CH-4112 Baettwil, Switzeriand .

Anne Stern, biologist, 8 German citizen
Saslangerstrame 33, D-82377 Penzberg, Germany

Pamela Strein, medical doctor, a German citizen
Octlingerstrasae 187, CH-4057 Bascl, Switzerland

Kay-Gunnar Stubenrauch, chemist, & German citizen .
An der Preiheit 105, D-82377 Penzberg, Garmany

Jan van de Winkel, scientist, a Dutch citizen
Verlengde Slotlagn 80, NL-3707 CK Zeist, Netherlands

Marline van Yugt, scientist, a Dutch citizen
Fluweelmos 6, NL-3994 KR Houten, Nctherlands

ASSIGNOR(S), herewith declare that 1 am/we are the solc/joint inventor(s) of the invention entitled:
Anti-P-gelectin antibodies
for which the first application(s) was (were) filed as follows:
C Filing dst Serial N
Eunrope 13.04.2004 04008722.3
and that for good and valusble consideratian, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged, I/'WE have

sold, u@edmdhtmfemdallnghumduﬂemandfmmd\:mdmvmmnmdfmmrhemdnpphmmn(l) in ol
countries of the world to the ASSIGNEE:

B. Hoffrmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124,
CH-4070 Basel{Switzerland)

Legalization required

Signatures see reverse iide



The present agsignment is for, but is not limited to the following countries: ﬁ

Argenting, Australia, Austris, Belgium, Brazil, Canada, Chile, Colombia, Czech Republic, Denmark, Finland, Prance,
Germany, Greece, Hungary, Ireland, larscl, Italy, Jspan, Kazakhsian, Kores, Luxembourg, Mexico, Monaco,
Netherlands, New Zesland, Nomi. Pakistan, People's Republic of China, Philippines, Poland, Portugal, Russis, Saudi
Anbia, South Africa, Spain, » Switzerland, Taiwan, Turkey, United Kingdom of Great Britain' and Northern
Ireland, Ukrmine, Urugusy, 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,

Signed at Basel, Switzerland

on February 25, 2005

Jecques Himber
Darothee Kling

Beat Steiner

Pamela Strein

Legalization
We hereby certify that the signature of the above named
Jacques Himber, biologist
Daorothee Kling, biologist
Bent Steiner, biochemist
Pamela Strein, medical doctor

in the employ of P. Hoffmann-La Roche AG, who iw/are

personally known to us, is genuine. .
Basle, Switzerland
No.
Signed at
on
Erhard Kopetzki
Anne Stern
Kay-Gunnar Stubenrauch

'vo Graus

_=_Minmh Jansen-Molennar
Paul Parren
Frank Rebers

Jan van de Winkd

Martine van Vugt

§
i
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3EBR

538

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.

2.

Mr. Ivo M. F. Graus, born in Velsen, The Netherlands, on March, 1, 1963,
driving license number 3114127438; and

Ms. Miranda Bernardina Johanna Jansen-Molenaar, bomn in Wlsch The
Netherlands, on November 2, 1970, driving license number 3158260424

Mr. Paul Willem Henri Ida Parren, born in Roermond, The Netherlands, on April
30, 1963, passport number NB5216950.

Mr. Frank E. M. Rebers, born in Sliedrecht, The Netherlands, on October 15,
1968, driving license number 3206168425;

Mr. Johannes Gerardus Joseph van de Winkel, born in Venray, The Netherlands,
on March 1, 1961, passport number ND2487742; and '

Ms. Martine Jannigje van Vugt, born in Werkendam, The Netherlands, on March
3, 1970, passport number M10760556.

Signed in Utrecht, The Netherlands

On March 8,-2005
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TRADUCCION OFICIAL No. 2006-09-20-616
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

Colombia Caso 22354

Yo, el suscrito Notario Plblico de Basilea/Suiza, por el presente declaro que la
copia anexa llamada ‘Cesién’ es una copia fie! del documento original que me ha
presentado

F. Hoffmann-La Roche AG

de Basllea/Suiza.

Basilea/Suiza, este dia 11-08-2006 (dla once de septiembre de dos mil sels)

Sello notarial.

Leg. Prot. 2006 No. 387 (firma: liegible)
Notario Pablico

943
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ZAl

APOSTILLA
(Convencidn de La Haya del 5 de octubre de 1961)

Pals: Estados Unidos de América
Este documento plblico
ha sido fimado por (ilegible)
actuando como (llegible)
lleva al sello/estampilla de (ilegible)
CERTIFICADO .
en Basilea 8. el 13 de septiembre de 2006
por la Cancilleria de Estado del Cantén de Basilea -
No. 8'302/14'066 -3

P

Sello/Estampilla 10. Fima: (llegible) .
Sello de la Cancilleria de Estado, Heidi Fischer =
( i P T OFICIAL
Ciudad de Basilea b ':Im CRTICEA
AT CORARDETAMA  §
2
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Caso 22354

Yo/Nosotros, el suscrito(s)

Yvo Graus, cientffico, ciudadano holandés
Pisnemanstraat 112, NL-8717 WG Ede, Holanda

Jacques Himber, biélogo, ciudadano francés
1 Chemin du Petemit, F-68500 Guebwiller, Francia

Miranda Jansen-Molenaar, cientifica, cludadana holandesa
Vachiensteinlaan 58, NL-3601 CL Maarssen, Holanda

Dorothee Kling, bidlogo, ciudadano alemén
Kirchmaettle 22/1, D-78400 Kandern-Tannenkirch, Alemania

Erhard Kopetzkl, bioquimico, ciudadano aleman
Kastnerhofstrasse 21, D-82377 Penzberg, Alemania

Paul Parren, cientifico, ciudadano holandés
Werdorperwaard 17, NL-3884 PR Odijk, Holanda

Frank Rebers, cientffico, ciudadano holandés
Adriaan Menninckkwartier 34, NL-3554 CT Utrecht, Holanda

Beat Stelner, bioquimico, ciudadano suizo
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18 Im Brunnacker, CH-4112 Baettwill, Suiza

Anne Stern, bidloga, ciudadana alemana
Saalangerstrasse 33, D-82377 Penzberg, Alemania

Pamela Strein, doctora en medicina, cludadana alemana
Ostlingerstrasse 187, CH-4057 Basilea, Suiza

Kay-Gunnar Stubenrauch, quimico, ciudadano aleméan
An der Freiheit 105, D-82377 Penzberg, Alemania

Jan van de Winkel, clentifico, cludadano holandés
Verlengde Slotlaan 80, NL-3707 CK Zeist, Holanda

Martine van Vugt, cientifica, ciudadana holandesa
Fluweelmos 6, NL-3994 KR Houten, Holanda

CEDENTE(S), por el presente declaro que soy/somos el
Gnico/conjunto de la Invencién llamada:

Anticuerpos anti-p-selectina

para la cual la primera solicitud(es) se registrd asl:

Pals Fecha de registro No. Serial
Europa 13.04.2004 04008722.3

inventor{es)

246



Y que por una causa contractual adecuada, el racibo y suficiencla de lo cual se
reconoce por el presente, yo/nosotros hemos vendido, cedido y transferido todos
los derachos y titulo a y de dicha invencién y de dicha solicltud({es} en todos los
paises del mundo al CESIONARIO:

F. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124,
CH-4070 Bassl (Suiza)

La presente cesién es para, pero no se limita a, los siguientes paises:

Argentina, Australia, Austria, Béigica, Brasil, Canadé4, Chile, Colombia, Republica
Checa, Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungrla, ifanda, Israel,
italia, Japdn, Kazakhstan, Corea, Luxemburgo, México, Ménaco, Holanda, Nueva
Zelanda, Noruega, Pakistan, Replblica Popular China, Fillpinas, Polonia, Portugal,
Rusia, Arabia Saudita, Sur Africa, Espafia, Suecia, Sulza, Taiwéan, Turquia, Relno
Unido de la Gran Bretafia e Idanda del Norte, Ucrania, Uruguay, EE.UU.,
Venezuela.

En virtud de esta cesién dicho CESIONARIO tiene pleno poder para solicitar y
obtener en su propio nombre o en cualquier otro nombre y para sus propios fines
y cuenta PATENTE DE INVENCION en todo el mundo, especiaimente en los
paises anteriormente nombrados, y a reivindicar el derecho de prioridad de la
primera solicitud(es) presentada en el palis (palses) anteriormente nombrado de
acuerdo con las convenclonas interacionales.

Se requiere legalizacién

M



Firmado en Basllea, Suiza
el 25 de febrero de 2005

Jacques Himber
Dorothee Kling
Beat Steiner
Pamela Strein

Legalizacion

Por el presente certificamos que la fima de las personas anteriormente
nombradas

Jacques Himber, bidlogo
Dorothee Kling, bidlogo
Beat Steiner, bioquimico
Pamela Strein, doctora en medicina

empleados de F. Hoffmann-La Roche AG, a quien/es conocemos personaiments,
es auténtica.

Basilea, Suiza
No.

Fimado en Penzberg
el 15.03.2005, 22.03.2005 y 31.03.2005



(firma: ilegible)
(firma: ilegible)
(firma: ilegible)

Firmado en
el

Erhard Kopetzki
Anne Stem
Kay-Gunnar Stubenrauch

Yvo Graus

Miranda Jansen-Molenaar
Paul Parren

Frank Rebers

Jan van de Winkel
Martine van Vugt

Traducido segGn mi mejor saber y entender, aste dia 20 de septiembre de
2008, en la cludad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TLALMLTORA OFICTAL

VLA RAVIAUDETAMA » F
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Colombia Case 22354

Declaration

I, the undersigned Notary public of Basle/Switzerland, herewith declare that the copy
entitled Assignment is a true copy of the original document which has been presented

to me by

F. Hoffmann-La Roche AG

- - .
Bup‘%e lis 11-09-2006 (eleventh day of September two thousand and six)

/ - - - w\ m (
J y ,:f‘:— B . ‘é’, 5 {

Dr. Peter Kuster

" om R
~ T N Advokat und Notar
- - Peterskirchpiatz 12
. Postiach
T \ CH-4001 Basel
/ Leg v 290G o, 87 APOSTILLE
.”_y' (Hapue Ceasontion « & O-lober 5, 1961)
'-,’ ,; 1. Country: Switzerfamd (Schweiz / Suisse)
4 ; This efficial gaCument
/:’ 2. is sigped by Get
’-"’ _{ © 3. fp his/her funcrion ueegde
yd 4. ppd certificd b : |
-" 1 M’?ﬂ
4 - ;
& Coriifica 13 Sep. 2008
. in Bascl (Bilc) 6..nn
by ihe Slatg Chancerv gf ' “anjon of Bagel-Stxll .......
Seal /stamp; e 10, Signaturc: ﬁ‘u-
Héidl Flacher




Assignment

Yvo Graus, scientist, s Dutch citizen
Pienemanstrast 112, NL-6717 WG Ede, Netherlands

Jacques Himber, biologist, a Prench citizen
1 Chemin du Peternit, F-68500 Guebwiller, France

Mirands Jensen-Molenaar, scientist, o Dutch citizen
Vechtensteindaan 56, NL-3601 CL Maarssen, Netheriands

Dorothee Kling, biologist, a German citizen
Kirchmaeitle 22/1, D-79400 Kandern-Tamnenkirch, Germany

Erhard Kopeteld, biochemist, a German citizen
Kastnezhnfstraxse 21, D-82377 Penzberg, Germany

Panl Parren, scientist, 8 Dutch citiren
Werdorperweard 17, NL-3984 PR Odijk, Netherlands

.Erank Rebers, acientist, a Dutch citizen
Adrisan Menninckkwartier 34, NL-3554 CT Utrecht, Netherdands
Beat Steiner, biochemist, s Swiss citizen
18 Im Brunnacker, CH-4112 Baettwil, Switzerland
Anne Stem, biclogist, 8 German citizen
. Saslungerstrasee 33, D-82377 Pemberg, Germany

Pamels Strein, roedical doctor, & Germen citizen
Octlingerstrasse 187, CH-4057 Basel, Switserland

Kay-Gunmar Stubenranch, chemist, s German citizen
An der Preiheit 105, D-82377 Penzberg, Germany

Jan van de Winkel, scientist, a Dutch citizen
Verlengde Siotlsan 80, NL-3707 CK Zeist, Netherimds

Maestine vlanmlammt,' rtist, a Dutch citizen
Fluweeimos 6, NL-3994 KR Houten, Netherlands

Fp—.

ASSIGNO_R(S). herewith declare that I am/we are the sole/joint inventor(s) of the invention entitled:

Anti-P-selectin antibodies
for which the first application(s) was (were) fied as follows:
Counry  Filingdste  SgiglNo,
Europe 13.042004¢ 040087223
mdthl:ﬁurjoodmdvﬂunﬂemddmﬁmﬂuwmiptmdwﬁdmcyufwhichuhueby!chnﬂdgﬁmm

sokd, aséigned and tranaferred 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:

B. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124,
CH-4070 Basel(Switzerland)

. Legulization required

Signatures see reverse side
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5 Cal

The present astignment is for, but is not limited to the following countries:

Argentina, Australis, Austria, Belgium, Braxl, Canads, Chile, Colombis, Crech Republic, Denmark, Pinland, Prance,
Germany, Greece, Hungary, Ireland, Lsrael, Italy, Japan, Kazakhstan, Korea, Luxembourg, Mexico, Monaco,
Netherlands, New Zealand, Norway, Pakistan, People's Republic of China, Philippines, Poland, Portugal, Russia, Sandi
Arabia, South Africa, Spai Switzerland, Teiwan, Turkey, United Kingdom of Grest Britain and Northern
Irdland, Ukraine, Urnguay, U.S.A., Venezuels

By virtue of this assignment the eaid 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 pricrity of the first filed application(s) in the sbove-named country
(countries) in accordance with international conventions.

Signed st Basel, Switzerland

on Pebruary 25, 2005
Jacques Fimber
Dorothee Kling
Best Steiner
Pamela Strein

Levalizati

‘We hereby certify that the signature of the above nanied

in the employ of F. Hoffmann-La Roche AG, who is/are

penonally known to us, b gennine, 9
Basle, Switzerland

No.

Signedat Penzberg
15.03.2005, ZZ.Z.ZOOS and 31.03.2005

Hrhard Kopetzki

Yvo Graus

Miranda Jansen-Molensar ¢
Paul Parren

Frank Rebers

Jun van de Winkel

Martine van Vugt
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URN:, K 502 72005
vom 15, Mirz 2005 / be

Ich beglaubige die vorstehende, vor mir vallzogene Unterschrift von

Herm Erhard Kopetzki, geboren am 25. Oktober 1954, Biocherniker,
Kastnethofstr. 21, 82377 Penzberg, nach Angabe in Giitergemeinschaft verheiratet,
ansgewiesen durch amtlichen Lichthildavsweis.

Penzberg, 15. Miirz 2005

. " . ' . H‘ it )
Vﬁﬁa’ g., . Nos in Weilheim i OB.
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URN:. D 407 / 2005

vom 22 Mirz 2005 /1l
Ich beglauhige die vorstehende, vor mir vollZogene Unterschrift von

Frau Anns Stern, geboren am 5. Februar 1957, Biologin, SaalangerstraBie 33 ,
82377 Penzberg, susgewiesen durch amtlichen Lichthildausweis.

Penzberg, 22. Miirz 2005

Dt. Wolfgang Drasch LL.M.,
Notar in Weilheim i OB. .

2¥4



uRne D 497 /2005
vom 31. Mirz 2005 /K
Ich beglaubige die vorstehende, vor mir vollzogene Unterschrift von

Herrn XKay-Gunnar Stubenrmuch, geboren am 21. August 1971, Biochemiker,
An der Freiheit 105, 82377 Penzberg, auspewiesen durch amtlichen Lichthildauswes.

Penzberg, 31. Mirz 2005

'.:)’5',_&.-‘ %ﬂﬂgmgbm LLM,

: g Lot Notat in Weilheim i. OB. .
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SUPERINTENDENCIA ﬁ

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION [ X ] MODELO DE UTILIDAD [ ]
¢ Indicacién de que se sollicita la concesion de una patente [X]1L
¢ Datos de Identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [X] |
¢ Descripcion de la invenclén [X1%F
¢ Dibujos de ser estos pertinentes [ ]
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas X1
COMPLETA [X] INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
¢ Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]

¢ Datos de Identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacion gréafica y fotogréfica del Disefio Industrial o muestra del material

que incorpora el disefio [ ]
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

¢ Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado | [ 1
¢ Datos de identlficacién del solicitante o de [a persona que presenta la sollcitud [ }]
¢ Representacion grafica del esquema trazado [ ]
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

. ” —
Firr?é)?(g p{nsable
Fecha ﬂr SEt i “I Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7 y 10
Conmutador: 3 82 08 40

Fax: 350 52 20
E-mail: nfof@slc.gov.co
www.sic.gov.co
Bogot4, D.C., Colombla
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2020
Bogotd D.C.,

Doctor(a)

LLOREDA RICAURTE ALICIA
Apoderado(a) y/o Representante de
F HOFFMANN LA ROCHE AG

REFERENCIA Radicacisn ¥o. & 97496
Solicitud internacional EP2005/003581
Fecha inicio fase nacicmal 13/11/2006

Trémite 11
Evento are
Actuacidn 416
Oficio No. 2104
Folios 1

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegic de patents que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, re(ine los requisitos de forma establecidos en
»la Dacisién 486 de la Comieién de la Commidad Andina, el Tratado de Cooperacifn em
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Onica de la Superintendencia
de Industria y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a 1la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicaciém en la Gaceta de Propiedad Industrial.

Clmplase
Dado ean Bogotd DC,

85 DiC. 295

ALIX CARMEN. CESPEDES DE VERGEL
Jafe de la Aivisiém de Nuevas Creaciones

LY
aalvarado



