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DIRECTOR DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

E. S. D.

REF: Expediente No. 07 012528 solicitud de patente de invencion a favor
de GENENTECH, INC Titulo ANTICUERPOS ANTI-MET

RESPUESTA A EXAMEN DE FONDO

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO, portador de la tarjeta profesional No. 57.492 del
C.S.J., obrando como apoderado de la sociedad solicitante me permito dar respuesta al
oficio numero 01050 relacionado con la patentabilidad de la presente invencién vy
notificado por fijacién en lista el 26 de enero de 2012.

En primer lugar, deseamos modificar el titulo de la invencién como ANTICUERPOS ANTI-
MET.

Con respecto a las objeciones de claridad, presentamos a consideracion de la sefiora
examinadora un nuevo pliego de reivindicaciones donde quedan superadas todas y cada
una de las objeciones realizadas. Especificamente, se ha definido el anticuerpo de la
reivindicacion 1 a 6 CDR especificos. En cuanto al término secuencias de soporte,
aclaramos que esta terminologia es clara para una persona versada en la materia.
Adicionalmente, la descripcién muestra ejemplos de secuencias de soporte del subgrupo
1 humano asi como secuencias de soporte del subgrupo Il de la cadena pesada (ver pag.
60.61 y figuras 5, 6,13 y 14). En cuanto a las mutaciones, estas han sido definidas en las
reivindicacion 15. El acido nucleico de la antigua reivindicacion 31 ha sido eliminado. Con
relacion a la objecidn sobre la antigua reivindicacion 52 ponemos de presente que en la
descripcion existe suficiente informacién se cuanto a las células anfitrionas adecuadas
para la invencién. No obstante esta aclaracion, esta reivindicacién ha sido modificada en

terminos de una linea celular por lo que damos la objecidn por superada.

En cuanto a la antigua reivindicacion 53, ponemos de presente que esta no se refiere a

una composicién farmacéutica sino a una composicién solamente.
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Ahora bien, teniendo en cuenta que esta reivindicacion (nueva 33) se refiere a al

anticuerpo de las reivindicaciones 1-23 el cual ha sido debidamente definido damos por

superada la objecién.

Ponemos de presente adicionalmente que definir una composicién en términos de
elementos especificos y proporciones es una limitacién demasiado restrictiva que no

permitiria proteger adecuadamente el alcance y concepto inventivo de a invencién.

Por otra parte, presentamos un nuevo listado de secuencias donde se han introducido las
secuencias SEQ ID NO 197,198,199 y 200 las cuales corresponden a cadena pesada
completa, cadena ligera completa, region variable de cadena pesada y regién variable de
cadena ligera respectivamente. Esta modificacién no supone aplicacion en la medida que

las secuencias se encuentran sustentadas en la figura 13.

El sefior examinador establece que las reivindicaciones 35-40, 44 hacen referencia a
figuras que no estan anexadas a la solicitud. Anexamos junto a este memorial copia de
dichas figuras. Deseemos también anexar una nueva version corregida de la figura 4 ya
que existe un error en la publicaciéon PCT. Especificamente, las secuencias para las
variantes 75 y 095 estan incorrectas como sigue: #75 TYRSYVTSLDY; #95
TYRSYVTALDY. En ambos casos el residuo delineado debe ser Sy se ha corregido en
la nueva figura 4.

Con relacién a la objecion de novedad sobre la antigua reivindicacion 38, ponemos de

presente que esta ha sido eliminada del nuevo pliego.

En cuanto al nivel inventivo del anticuerpo reivindicado frente al anticuerpo murino anti c-
met de D1 deseamos resaltar lo siguiente:

Al anticuerpo de D1 fue utilizado por los inventores de la presente invencién como
anticuerpo de referencia para demostrar la superioridad del anticuerpo reivindicado. Dicho
anticuerpo de referencia presentaba union al receptor c-met humano demostrado
mediante una constante Kd de 8.3 nM. Esto lo puede corroborar la sefiora examinadora
en la pagina 97 lineas 36 a pagina 98 linea 1 de la descripcion de la presente invencién.
Para mayor claridad del sefior examinador y nuestra, nos estamos refiriendo a las paginas
de la publicacion PCT.

De manera sorprendente, los inventores lograron sintetizar anticuerpos que tenian una
afinidad por el receptor c-met casi tres veces mayor que la afinidad observada en el
anticuerpo murino 5D5. Especificamente, las variantes 5D5 # 92, 78, 75 y 95 presentaron
valores Kd de 1.05 nM, 0.623 nM, 1.9 nM y 2.53 Nm respectivamente lo cual nos indica
que las afinidades de los anticuerpos desarrollados por los inventores estan el orden de

7.9, 13.3, 4.4 y 3.3 mayor que aquella encontrada para el anticuerpo murino 5D5 de D1.
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Para claridad del sefior examinador, vale la pena también resaltar que estos valores de
afinidad se encuentran descritos en la figura 4 de la presente invencion. Entonces, es
justamente esta actividad sorprendente la que permite obtener un avance en el estado de
la técnica por lo que tal actividad no puede ser menospreciada a la hora de evaluar el

salto técnico de la invencién y por ende su actividad inventiva.

No obstante lo anterior, los inventores escogieron para experimentos adicionales Ila
variante # 78 del anticuerpo el cual presenta la secuencia SEQ ID NO: 159 reivindicada el
cual demostr6 inhibir la proliferacién celular dependiente del receptor c-met con un ICs
correspondiente a aproximadamente la mitad del ICs, observado con el anticuerpo de
comparacion que en este caso fue un anticuerpo quimérico que comprende una region
Fab del anticuerpo de murina 5D5. Esto se puede observar claramente en las paginas 99
lineas 28 a 36 y figura 10 de la presente solicitud de patente.

Asi, los anticuerpos desarrollados por los inventores de la presente invencion no
solamente fueron capaces de unirse al receptor c-met humano sino que también
demostraron una afinidad y especificidad mucho mayor que la demostrada para el
anticuerpo 5D5 de D1. Adicionalmente, como indicio adicional de nivel inventivo, los
anticuerpos de la invencién fueron capaces de inhibir la proliferacién celular dependiente
del receptor c-met de una manera mas sorprendente que el anticuerpo murino 5D5 de

referencia.

En este orden de ideas, el desarrollo de los anticuerpos reivindicados no era solamente
una actividad rutinaria para una persona versada en la materia rutina. Especificamente
cuando los HVRs del anticuerpo de referencia 5D5 (D1) fueron injertados en los marcos
aceptores humanos, el anticuerpo resultante no se unié al receptor c-met. Para solucionar
esto, se hizo necesario hacer una mutacion para restaurar la unién total al receptor c-met,
resultando en un anticuerpo que tenia una afinidad similar de unién a ¢-MET como se
observaba con el anticuerpo 5D5. Para ello, se llevd a cabo un procedimiento conocido
como maduracion de afinidad con el fin de aumentar la afinidad de unidn del anticuerpo al
receptor c-met de tal manera que se obtuviera una respuesta en la escala de 7,9, 13,3,
4,4 y 3,3 veces mayor que la afinidad del anticuerpo monovalente murino 5D5. Asi, el
proceso de realizar una mutacién particular, para producir un anticuerpo capaz de unirse
al receptor c-met asi como la ubicacioén y la naturaleza de la mutaciéon (R94S) no habria
sido evidente para un experto en la técnica en vista del documento D1 y menos atn en

vista de los resultados sorprendentes de afinidad obtenidos con el anticuerpo reivindicado.

Finalmente, deseamos presentar una solicitud divisional dirigida a la materia inicialmente
reivindicada.
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En vista de lo anteriormente expuesto, respetuosamente solicitamos el retiro de las
objeciones de la presente solicitud y la concesién del privilegio solicitado, ya que en

opinién del solicitante cumple con todos los requisitos establecidos en la decision 486.
Del Sefior Director

Atentamente,

0 A,

AN PABLO CADENA SARMIENTO
T.P. No. 57.492 del C.SJ.
C.C. 80.410.337 de Usaquén
Calle 70 A No. 4 - 41



REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado anti-c-met anticuerpo que comprende:

() HVR-L1 que comprende la secuencia A1-A17, en donde A1-A17 es
KSSQSLLYTSSQKNYLA (SEQ ID NO: 1)

(Il) HVR-L2 que comprende la secuencia B1-B7, en donde B1-B7 es WASTRES (SEQ ID
NO: 2)

(1) HVR-L3 que comprende la secuencia C1-C9, en donde C1-C9 es QQYYAYPWT
(SEQ ID NO: 3)

(IV) HVR-H1 que comprende la secuencia D1-D10, en donde D1-D10 es GYTFTSYWLH
(SEQ ID NO: 4)

(V) HVR-H2 que comprende la secuencia E1-E18, en donde E1-E18 es
GMIDPSNSDTRFNPNFKD (SEQ ID NO: 5), y

(VI) HVR-H3 que comprende la secuencia TYRSYVTPLDY (SEQ ID NO: 159),
SYRSYVTPLDY (SEQ ID NO: 145), TYSSYVTPLDY (SEQ ID NO: 162), o
TYSSYVTALDY (SEQ ID NO: 163)

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, caracterizado porque HVR-H3 es TYRSYVTPLDY
(SEQ ID NO: 159).

3. El anticuerpo de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2 que comprende una secuencia de

soporte humano x de subgrupo | consensual.

4. El anticuerpo de la reivindicacion 1 o reivindicacién 2 que comprende una secuencia de
soporte humano de subgrupo |l consensual de cadena pesada.

5. El anticuerpo de la reivindicacion 4 en donde la secuencia de soporte comprende una
sustitucién en la posicion 71, 73y / o0 78.

6. El anticuerpo de la reivindicacién 5 en donde dicha sustitucion es R71A, N73T y / o
N78A.

7. El anticuerpo de cualquier reivindicacion precedente que comprende una cadena
pesada que comprende SEQ ID NO: 199.

8. El anticuerpo de la reivindicacion 7 en donde la cadena pesada comprende la SEQ ID
NO: 194y /0 195.

9. El anticuerpo de cualquier reivindicacién precedente que comprende una cadena ligera
que comprende SEQ ID NO: 200.

10. El anticuerpo de la reivindicacion 9, en el que la cadena ligera comprende ademas la
SEQ ID NO: 186.



11. Un anticuerpo aislado anti c-met que comprende el dominio variable de cadena
pesada de la reivindicacion 8 o la reivindicacién 9 y el dominio variable de cadena ligera
de la reivindicacion 9 o reivindicacion 10.

12. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo es monovalente.
13. El anticuerpo de la reivindicacion 12 que comprende ademas una region Fc.

14. El anticuerpo de la reivindicacion 13, en donde la regién Fc comprende un primer y un
segundo polipéptido, en donde el primer y segundo polipéptido cada uno comprende una
0 mas mutaciones con respecto al tipo salvaje Fc humano, en donde el primer polipéptido
comprende mutaciones T366S, L368A y Y407V y el segundo polipéptido comprende
mutaciones T366W.

15. El anticuerpo de la reivindicacién 13, en donde el primer polipéptido comprende la
secuencia SEQ ID NO: 195 y el segundo polipéptido comprende la secuencia SEQ ID NO:
196.

16. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15 en donde el anticuerpo
comprende un primer polipéptido que comprende una cadena pesada que comprende la
SEQ ID NO: 199 y un segundo polipéptido que comprende una cadena ligera que
comprende la SEQ ID NO: 200.

17. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15 en donde el anticuerpo
comprende un primer polipéptido que comprende una cadena pesada que comprende la
SEQ ID NO: 197 y un segundo polipéptido que comprende una cadena ligera que
comprende la SEQ ID NO: 198.

18. El anticuerpo de la reivindicacion 16 o reivindicacién 17 que comprende ademas un
tercer polipéptido que comprende una secuencia Fc que comprende la SEQ ID NO: 196.

19. El anticuerpo de cualquier reivindicacion precedente, el cual es un anticuerpo
monoclonal.

20. El anticuerpo de cualquier reivindicacion precedente, el cual es un fragmento de

anticuerpo que se une a c-met.

21. El anticuerpo de cualquier reivindicacion precedente en el que el anticuerpo es una
IgG1.

22. El anticuerpo de cualquier reivindicacion precedente el cual es humanizado.

23. Una linea celular que produce el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones
precedentes.

24. Una composicion que comprende el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1
a22 '

25. La composicion de la reivindicacion 24 que comprende ademas un portador.

26. Un método para producir un anticuerpo, el método que comprende cultivar la linea

celular de la reivindicacion 23 de modo que el anticuerpo se produzca.



27. El metodo de la reivindicacion 26, que comprende ademas la recuperacion del
anticuerpo de la linea celular.

28. ElI método de la reivindicacion 26, que comprende ademas la combinacién del
anticuerpo recuperado con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, excipiente o

vehiculo para preparar una formulacion farmacéutica que comprende el anticuerpo.
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| ] | ‘ ‘ 1 5D5 Variants | ka (1/Ms) | kd(1/s) | KD (nM)
L2
YIWA STRE S|G V| SEQIDNO: 164
Y|W[A[S[T[R[¥!S|G[V]| SEQIDNO: 165 #34 4.87E+04 | 3.52E-04 7.22
[
[ ]
H1
A|SIGYTF TS Y WL H|W/ V| SEQIDNO: 166
A[S[G[Y]T[F[T s([._’sf;[w L{H|W[V| SEQID NO: 167 #94 1.18E+04 | 4.50E-04 38.1
[T
[ [T 1
H2
WVIGMIDPSNSDTRFNEPNTFKD|R[F| SEQIDNO: 168
W|V|G[M[I|D[P[S|N[S|D[T|R[FIN|T K:F|E D|R|F| SEQIDNO: 169 #4 6.30E+04 | 4.92E-04 7.81
W|V|[G[M|I[D|[P|S[N[S|D[T|R[F|N|P[N|[F|E'D R|F| SEQIDNO:170 #12 5.08E+04 | 5.06E-04 8.46
H3
CIA[R[¥ 6 S Y VS PLD Y|We| SEQIDNO: 171 graft no detectable binding at 500 nM
CIA[® Y 6 s YV SPLDY|[WG| SEQIDNO:172 R94S 5.16E+04 | 5.07E-04 9.83
ClAlT Y S YVSPLDY[WG| SEQIDNO:173 0A-5D5 8.98E+04 | 7.43E-04 8.27
Cla|T Y D|Y|W|G| SEQIDNO: 174 {49 2.86E+03 | 2.24E-04 78.3
C|A[S’ Y D|Y|W|[G| SEQIDNO: 175 492 1.99E+05 | 2.09E-04 1.05
CclaA[T Y D|Y|W[G| SEQIDNO: 176 #7 2.36E+05 A7TE-04 0.625
Ccia[T Y D|Y[w|G| SEQIDNO: 177 #75 8.31E+04 .58E-04 1.9
C[A[T Y bD[Y[w|G] SEQIDNO: 178 #95 9.05E+04 | 2.29E-04 2.53

FIG. 4




FIG._13

5D5.v2 Light Chain

. FR1-LC:
FR2-LC:
FR3-LC:
FR4-LC:
HVR1-LC:
HVR2-LC:

HVR3-LC:

CL1:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 179)

WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 180) ‘
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 181)

FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 182)

KSSQSLLYTSSQKNYLA (SEQ ID NO: 183)

WASTRES (SEQ ID NO: 184)

QQYYAYPWT (SEQ ID NO: 185)
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKV[?NALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 186)

5D5.v2 Heavy chain

FR1-HC:
FR2-HC:
FR3-HC:
FR4-HC:

HVR1-HC:
HVR2-HC:
HVR3-HC:

CH1:

Fe:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO: 187)

WVRQAPGKGLEWYV (SEQ ID NO: 188)

RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYC (SEQ ID NO: 189)

WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 190)

GYTFTSYWLH (SEQ ID NO: 191)

GMIDPSNSDTRFNPNFKD (SEQ ID NO: 192)

ATYRSYVTPLDY (SEQ ID NO: 193)
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHT (SEQ ID NO: 194)
CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKWPPVLDSDGSFFL
VSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK: (SEQ D NO: 195)

LI/9T

TLESTO/900T OM

9T9L20/S00ZSN/LDd
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CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLWCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 196)

LY/LY

TLESTO/900T OM

979LT0/S00TSN/1Dd
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SEQUENCE LISTING

<110> DENNIS, MARK S.
BILLECI, KAREN
YOUNG, 3JUDY
ZHENG, ZHONG

<120> HUMANIZED ANTI-CMET ANTAGONISTS
<130> P2138R1 PCT

<140> PCT/US2005/027626
<141> 2005-08-04

<150> us 60/598,991
<151> 2004-08-05

<160> 199
<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 1
Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr Ser Ser Gln Lys Asn Tyr Leu
1 5 10 15

Ala

<210> 2

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 2
Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

<210> 3

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
<400> 3
Pagina 1
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GIn GIn Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr
1 5

<210> 4

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> pescription of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 4
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His
1 5 10

<210> 5

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 5
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe
1 5 10

Lys Asp

<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<220>

<221> MOD_RES

<222> (1)..(D

<223> Any amino acid except Arg

<400> 6
Xaa Tyr Gly Ser Tyr val Ser Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 7

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

Pagina 2
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peptide

<400> 7
Thr Tyr Gly Ser Tyr val Ser Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 8

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 8
Sser Tyr Gly Ser Tyr val Ser Pro Leu Agp Tyr
1 5 1

<210> 9

<211> 114

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 9
Asp Ile Met Met Ser GIn Ser Pro Ser Ser Leu Thr val Ser val Gly
1 5 10 15

Glu Lys val Thr val Ser Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Tyr Thr
20 25 30

Ser Ser GIn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Gln
35 40 45

ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Thr Ser val Lys Ala Asp Asp Leu Ala val Tyr Tyr Cys G;n Gln
85 90 9

Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110

Lys Arg

<210> 10

<211> 119

<212> PRT

<213> Mus musculus

Pagina 3
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<400> 10
GIn val Gln Leu GIn Gln Ser Gly Pro Glu Leu val Arg Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser val Lys Mgt Ser Cys Arg Ala ger Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
2 5 30

Trp Leu His Trp val Lys GIn Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe
50 55 60

Lys Asp Lys Ala Thr Leu Asn val Asp Arg Ser Ser Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Leu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Ala Asp Ser Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Thr Tyr Gly Ser Tyr val Ser Pro Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr ser val Thr val ser Ser
115

<210> 11

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 11
Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Asn Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr GIn GlIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Glu Ser Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

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

Pagina 4
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Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GlIn 81n Tyr Asn Ser Leu Pro Trp
85 0 95

Thr phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg

<210> 12

<211> 114
<212> PRT
<213> Artificial sequence

<220>

100

<223> Description of Artificial
polypeptide

<400> 12
1

Asp Arg

ser Ser

Ala Pro
50

Pro Ser
65

Ile Ser

Tyr Tyr

Lys Arg

<210> 13
<211> 11
<212> PR

val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ala

3
T

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr
100

Asp Ile GIn Met Thr
5

Ile

Asn

Leu

ser

Gln

85

Pro

Gln

Thr

Tyr

Ile

Gly

70

Pro

Trp

ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

<213> Artificial sequence

<220>

Pro

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

Phe

105

Sequence: Synthetic

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

GlIn

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Thr

Gly

Ser Ala Ser

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Leu

Phe

Tyr

Lys

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 13

Glu val GIn Leu val Glu ser Gly G]

1

5

Pagina 5

Leu

30

Pro

Ser

Thr

cys

val
110

val

15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

Thr

Lys

val

Thr

80

Ile

y Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
10 15



Ser Leu Arg

Ala Met Ser
35

Ser val Ile
- 50

Lys Gly Arg
Leu Gln Met
Ala Arg Gly

Ser

<210> 14
<211> 119
<212> PRT

GENENLAW-_400622-v1-P2138R1_AU_replacement_Seq_Listing

Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Phe
100

val Arg Gln
Gly Asp Gly
55
Thr Ile sSer
70

Ser Leu Arg
85

Asp Tyr Trp

<213> Artificial Sequence

<220>

Ala
40
Gly

Arg

Ala

<223> Description of Artificial
polypeptide

<400> 14

Glu val Gln Leu val Glu Ser Gly
1 5

Ser Leu Arg

Trp Leu His
35

Gly Met Ile
50

LYysS Asp Arg
65

Leu GIn Met

Leu

20

Trp

Asp

Phe

Asn

Ser Cys Ala

val Arg Gln

Pro Ser Asn
55

Thr Ile ser
70

Ser Leu Arg
85

Ala

Ala

40

Ser

Ala

Ala

25

Pro Gly Lys Gly

Ser Thr Tyr Tyr
60

Asp Asn Ser Lys
75

Glu Asp Thr Ala
90

Gln Gly Thr Leu
105

Leu

45

Ala

Asn

val

val

Sequence: Synthetic

Gly Gly Leu val
10

ser Gly Tyr Thr
25

Pro Gly Lys Gly

Asp Thr Arg Phe
60

Asp Thr Ser Lys
75

Glu Asp Thr Ala
90

Pagina 6

Gln

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

val

Gly

15

ser

Trp

Asn

Ala

Tyr
95

val

val

Tyr

80

Cys

Ser

Gly

Tyr

val

Phe

Tyr

80

Cys

A



GENENLAW-_400622-v1-P2138R1_AU_replacement_Seq_Listing

Ala Arg Tyr Gly Ser Tyr val Ser Pro Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu val Thr val Ser Ser
115

<210> 15

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15
Leu Asp Ala Gln ghr
1

<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16
Leu Thr Glu Lys Arg Lys Lys Arg Ser
1 5

<210> 17

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17
Lys Pro Asp Ser Ala Glu Pro Met
1 5

<210> 18

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18
Asn val Arg Cys Leu GlIn His Phe
1 5

<210> 19

<211> 87

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 19

Gln val Gln Leu val GlIn Ser Gly Ala Ggu val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 1 15

Pagina 7



Ser va

Arg Gl

Thr Al
50

Arg Se
65

Thr Le

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

<220>
<223>
<400>
1

GENENLAW~-_400622-v1-P2138R1_AU_replacement_Seqg_Listing

T Lys ga] Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Trp val
25
n Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met Gly Arg val Thr Ile
35 40 45
a Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu
55 60

r Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp Gly Gln Gly
70 75 80

u val Thr val ser Ser

20

81

PRT .

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic

polypeptide

20

GIn val GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
10

5 15

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ala ggr Trp val Arg GIn Ala Pro Gly
20

30

Gln Gly Leu Glu Trp Met Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr
35

40 45

Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala
50 60

val Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser
65 70 75

Ser

<210>
<211>
<212>

<220>
<223>

21
80

55

80

PRT
<213> Artificial Sequence

De
po

scription of Artificial Sequence: Synthetic
Typeptide

Pagina 8
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GENENLAW-_400622-v1-P2138R1_AU_replacement_Seq_Listing
<400> 21

GIn val GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser val Lys ga1 ser Cys Lys Ala Ser Trp val Arg Gln Ala Pro Gly
25 30

Gin Gly %eu Glu Trp Met Arg val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr
5 40 45

Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala
50 55 60

val Tyr Tyr Cys Ala Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Sser Ser
65 70 80

<210> 22

<211> 79

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 22
GIn val GIn Leu val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser val Lys val ser Cys Lys Ala Ser Trp val Arg GIn Ala Pro Gly
20 25 30

GIn Gly Leu Glu Trp Met Arg val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr
35 40 45

Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala
50 55 60

val Tyr Tyr Cys Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
65 70 75

<210> 23

<211> 87

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 23

Gln val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser GIn
1 5 10 15

Pagina 9



Thr Leu
Arg Gln
Ser val

50

Thr Ala

65

Thr Leu

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

<220>
<223>
<400>
1

1D

GENENLAW-_400622-v1-P2138R1_AU_replacement_Seq_Listing

ser Leu Thr Cys Thr
20

Pro
35

Pro Gly Lys Gly
Asp Thr Ser Lys Asn

55
Ala

Asp Thr Ala val
70

Thr val Ser Ser
85

val

24

81

PRT :
Artificial Sequence

val ser Gly Gly Ser val Ser Trp Ile
25 30

Leu Glu Trp Ile Gly Arg val Thr Ile
40 45

Gln Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser val

60

Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp Gly Gln Gly
75 80

Description of Artificial Sequence: Synthetic

polypeptide
24

GIn val GIn Leu GIn Glu Ser
5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr

20

Lys Gly geu Glu Trp Ile Arg
5

Asn GIn Phe Ser Leu Lys Leu

55

val Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp
65 70

ser

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

<220>
<223>

25

80

PRT

Artificial Sequence

Pro Ser Gln

15

Gly Pro Gly Leu val Lys
10

val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro
25 30

Gly

val Thr Thr Ser

40

Ile ser val Asp Lys
45

val Thr Ala Ala Ala

60

Ser Ser Asp Thr

Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val

75

Ser
80

Description of Artificial Sequence: Synthetic
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polypeptide
<400> 25
Gln val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val ger Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly
20 5 30

Lys Gly Leu Glu Trp Ile Arg V81 Thr Ile Ser val Asp Thr Ser Lys
35 4 45

Asn Gln Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala
50 55 60

val Tyr Tyr Cys Ala Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
65 70 75 80

<210> 26

<211> 79

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 26
Gln val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val ger Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly
20 5 30

Lys Gly Leu Glu Trp Ile Arg Vg] Thr Ile Ser val Asp Thr Ser Lys
35 4 45

Asn Gln Phe Ser Leu Lys Eeu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala
50 5

val Tyr Tyr Cys Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
65 70 75

<210> 27

<211> 87

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide
<400> 27
Pagina 11
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val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Ggy Leu val Gln Pro g}y Gly
5 1

Glu
1
Ser Leu Arg Eeu Ser Cys Ala Ala
Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40
Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr
50 55
Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr
65 70
Thr Leu val Thr val ser ser
85
<210> 28
<211> 81
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial
polypeptide
<400> 28
Glu val Gln Leu val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Lys Gly Leu Glu Trp val Arg Phe
35 40
Asn Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn
50 55
val Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp Gly
65 70
Ser
<210> 29
<211> 80
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

Ser Gly Phe Thr phe
25

Glu Trp val Ser Arg
45

Leu Tyr Leu Gln Met
60

Tyr Cys Ala Arg Trp
75

Sequence: Synthetic
Gly Gly Leu val GlIn
10

Ser Trp val Arg GlIn
25

Thr Ile Ser Arg Asp
45

Ser Leu Arg Ala Glu
60

Gln Gly Thr Leu val
75

Pagina 12

Ser
30
Phe

Asn

Gly

Pro

Ala

30

Asn

Asp

Thr

Trp

Thr

Ser

Gln

Gly

15

Pro

Ser

Thr

val

val

Ile

Leu

Gly
80

Gly

Gly

Lys

Ala

ser
80

=
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<220>
<223> Description of Artificial
polypeptide

<400> 29
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Lys Gly Leu Glu Trp val Arg phe
35 40

Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn
50

val Tyr Tyr Cys Ala Trp Gly GlIn
65 70

<210> 30

<211> 79

<212> PRT

<213> Artificial Ssequence

<220>
<223> Description of Artificial
polypeptide

<400> 30
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Lys Gly Leu Glu Trp val Arg Phe

35 40

Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn
50 55

val Tyr Tyr Cys Trp Gly Gln Gly
65 70

<210> 31

<211> 87

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
polypeptide

Sequence: Synthetic
Gly Gly Leu val GlIn
10

Ser Trp val Arg Gln
25

Thr 1Ile Ser Arg Asp

45

Ser Leu Arg Ala Glu

60

Gly Thr Leu val Thr
75

Sequence: Synthetic
Gly Gly Leu val Gln
10

Ser Trp val Arg Gln
25

Thr Ile Ser Arg Asp

45
Ser Leu Arg Ala Glu
60

Thr Leu val Thr val
75

Sequence: Synthetic

Pagina 13

Pro

Ala

30

Asn

Asp

val

Pro

Ala

30

Asn

Asp

Ser

Gly
15

Pro
ser

Thr

Ser

Gly
15

Pro
ser

Thr

ser

Gly

Gly

Lys

Ala

ser
80

Gly

Gly

Lys

Ala

Y



<400>
Glu va
1

Ser Le

Arg Gl

Ser Al
50

Arg Al
65

Thr Le

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

<220>
<223>

<400>

Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly
1
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Lys Gly geu Glu Trp val Arg Phe
5
Asn Thr Ala Tyr Leu GIln Met Asn

val Tyr Tyr Cys Ser Arg Trp Gly
65 70

Ser

<210>
<211>
<212>

GENENLAW-_400622-v1-P2138R1_AU_replacement_Seq_Listing

31

1 GIn Leu val Glu ser Gly Gly Ggy Leu val GIn Pro Gly Gly
5 1 15

u Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

n Ala Pro Gly Lys Gly Leu

35

a Asp Thr Ser Lys Asn Thr

55

a Glu Asp Thr Ala val Tyr

70

u val Thr val ser Ser

85

32

81

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial

polypeptide
32
5

33
80
PRT

40

40

Ser Gly Phe Asn Ile
25

Glu Trp val Ser Arg
45

Ala Tyr Leu Gln Met
60

Tyr Cys Ser Arg Trp
75

Sequence: Synthetic

Gly Gly Leu val Gln
10

Ser Trp val Arg GIn

25

Thr Ile Ser Ala Asp
45

Ser Leu Arg Ala Glu

Gln Gly Thr Leu val
75

Pagina 14

Asn

Gly

Pro

Ala

30

Thr

Asp

Thr

Trp

Thr

Ser

GlIn

Gly

15

Pro

Ser

Thr

val

val

Ile

Leu

Gly
80

Gly

Gly

Lys

Ala

Ser
80

vy
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<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial
polypeptide

<400> 33

Glu val Gln Leu val Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Lys Gly Leu Glu Trp val Arg Phe
35 40

Asn Thr Ala Tyr Leu GIn Met Asn
50 55

val Tyr Tyr Cys Ser Trp Gly Gln
65 70

<210> 34

<211> 87

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
polypeptide

<400> 34
Glu val GIn Leu gal Glu Ser Gly
1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40

Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr
50 55

Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr
65 70

Thr Leu val Thr val Ser Ser
85

<210> 35
<211> 81

Sequence: Synthetic
Gly Gly Leu val Gln
10

ger Trp val Arg Gln
5

Thr Ile Ser Ala Asp
45

Ser Leu Arg Ala Glu
60

Gly Thr Leu val Thr
75

Sequence: Synthetic
Gly Gly Leu val Gln
10

ger Gly Phe Asn Ile
5

Glu Trp val Ser Arg
45

Ala Tyr Leu GIn Met
60

Tyr Cys 9;a Arg Trp

Pagina 15

Pro Gly Gly

Ala
30
Thr

Asp

val

Pro

Asn

Gly

15

Pro

ser

Thr

Ser

Gly

15

Trp

Thr

ser

Gln

Gly

Lys

Ala

ser
80

Gly

val

Ile

Leu

Gly
80
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<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
polypeptide

<400> 35

Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Lys Gly Leu Glu Trp val Arg Phe

35 40

Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn
50

val Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp Gly
65 70

ser

<210> 36

<211> 80

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial
polypeptide

<400> 36

Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly
1 5

Ser Leu Arg Egu Sser Cys Ala Ala

Lys Gly Leu Glu Trp val Arg Phe

35 40

Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn
50 55

val Tyr Tyr Cys Ala Trp Gly Gln
65 70

<210> 37

Sequence: Synthetic
Gly Gly Leu val Gln
10

Ser Trp val Arg Gln
25

Thr Ile Ser Ala Asp
45

Ser Leu Arg Ala Glu
60

Gln Gly Thr Leu val
75

Sequence: Synthetic
Gly Gly Leu val GlIn
10

Ser Trp val Arg Gln
25

Thr Ile Ser Ala Asp
45

Ser Leu Arg Ala Glu
60

Gly Thr Leu val Thr
75

Pagina 16

Pro

Ala

30

Thr

Asp

Thr

Pro

Ala

30

Thr

Asp

val

Gly

15

Pro

Ser

Thr

val

Gly

15

Pro

ser

Thr

Ser

Gly

Gly

Lys

Ala

ser
80

Gly

Gly

Lys

Ala

ser
80
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<211> 79
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220> i
<223> Description of Artificial
polypeptide

<400> 37
Glu val Gln Leu ga1 Glu Ser Gly
1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Lys Gly Leu Glu Trp val Arg Phe
35 40

Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn
50 5

val Tyr Tyr Cys Trp Gly Gln Gly

65 70

<210> 38

<211> 80

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
polypeptide

<400> 38
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5

Asp Arg Vval ;gr Ile Thr Cys Trp

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Gly val
35 40

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
50 55

Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Phe Gly
65 70

<210> 39

<211> 80

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

Sequence: Synthetic
Gly Gly Leu val Gln
10

Ser Trp val Arg Gln
25

Thr Ile Ser Ala Asp
45

Ser Leu Arg Ala Glu
60

Thr teu val Thr val
75

Sequence: Synthetic

Ser Ser Leu Ser Ala
10

Tyr GIn Gln Lys Pro
25

Pro Ser Arg Phe Ser
45

ITe Ser Ser Leu Gln
60

GIn Gly Thr Lys val
75

Pagina 17

Pro

Ala

30

Thr

AsSp

Ser

Ser

Gly

30

Gly

Pro

Glu

Gly

15

Pro

Ser

Thr

Ser

val

15

Lys

Ser

Glu

Ile

Gly

Gly

Lys

Ala

Gly

Ala

Gly

Asp

Y
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<220>
<223> Description of Artificial
polypeptide

<400> 39

Asp Ile val Met Thr Gin Ser Pro
1 5

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Trp
20

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Gly val
35 40

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys
50 55

ga] Gly val Tyr Tyr Cys Phe Gly
5

70
<210> 40
<211> 80
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial
polypeptide
<400> 40
Glu ITe val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Trp
20

Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Gly Ile
35 40

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
50 55

Phe Ala val Tyr Tyr Cys Phe Gly
65 70

<210> 41

<211> 80

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> pescription of Artificial

Sequence: Synthetic

Leu Ser Leu Pro val
10

Tyr Leu Gln Lys Pro
25

Pro Asp Arg Phe Ser
45

ITe ser Arg val Glu
60

GIn Gly Thr Lys val
75

Sequence: Synthetic

Gly Thr Leu Ser Leu
10

Tyr Gln GIn Lys Pro

25

Pro Asp Arg Phe Ser
45

Ile Ser Arg Leu Glu
60

Gln Gly Thr Lys val
75

Sequence: Synthetic
pPagina 18

Thr

Gly

30

Gly

Ala

Glu

Ser

Gly

30

Gly

Pro

Glu

Pro

15

GlIn

ser

Glu

Ile

Pro

15

GlIn

Ser

Glu

Ile

Gly

Ser

Gly

Asp

Lys
80

Gly

Ala

Gly

Asp

Lys
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polypeptide
<400> 41
Asp Ile val Met Thr GIn Ser Pro Asp Ser Leu Ala val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala ;Br ITe Asn Cys Trp ;yr GIn Gln Lys Pro Gly GIn Pro
5 30

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Gly val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly
35 40 45

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn Ala Glu Asp
50 55 60

val Ala val Tyr Tyr Cys Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
65 70 75 80

<210> 42

<211> 25

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 42
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

<210> 43

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 43
Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
1 5 10

<210> 44

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide
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<400> 44
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser L5s Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
1 5 1 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
25 30

<210> 45

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 45
Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
1 5 10

<210> 46

<211> 23

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 46
Asp Ile GIin Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Vg] Gly
1 5 10 1

Asp Arg val Esr Ile Thr Cys

<210> 47

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 47
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 48

<211> 32

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> - - - - -
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
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polypeptide

48

Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
15

5 10

Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
30

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

<220>
<223>

<400>
1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
5

20 25

49

10

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

49
10

50
30
PRT
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

MOD_RES
(6)..(6)
Ala or Arg

MOD_RES
(8)..(8)

Thr or Asn

MOD_RES
(13..@a3

Ala or Leu

50

Arg Phe Thr Ile Ser Xaa Asp Xaa Ser Lys Asn Thr Xaa Tyr Leu GIn
1

5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
30

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

20 25
51
30
PRT
Artificial Sequence
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<220>
<223> Description of Artificial
polypeptide

<400> 51
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr
1 5

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
20

<210> 52

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
polypeptide

<400> 52
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr
1 5

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
20

<210> 53

<211> 32

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
polypeptide

<400> 53
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr
1 5

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
20

<210> 54

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> )
<223> Description of Artificial

polypeptide

<400> 54
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr
1 5

Sequence: Synthetic

Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
10 15

Thr Ala val Tyr Tyr Cys
25 30

Sequence: Synthetic

Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
10 15

Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala
2 30

Sequence: Synthetic

Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
10 15

Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg
25 30

Sequence: Synthetic

Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
10 15
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Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ser
30

20 25
<210> 55
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Dpescription of Artificial Sequence:
polypeptide
<400> 55

Synthetic

Arg Phe Thr ITe Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
1 5

10

15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ser Arg
20 25 30

<210> 56

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

peptide

<400> 56
Trp Ala Ser Thr Pro Ala Ser
1 5

<210> 57

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

peptide

<400> 57
Trp Ala Ser Ile Arg Asp Arg
1 5

<210> 58
<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

peptide

<400> 58
Met Pro Asn Thr Arg Asp Ser
1 5

Synthetic

Synthetic

Synthetic
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<210> 59

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> pescription of Artificial Sequence:

peptide

<400> 59
Trp Ala Ser Thr Arg Asp Ile
1 5

<210> 60

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

peptide

<400> 60
Trp Ala Gly Ile Arg Glu Met
1 5

<210> 61
<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

peptide

<400> 61
Leu Ala Ser Asn Arg Glu Gly
1 5

<210> 62

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

peptide

<400> 62
Trp Thr Gly Asn érg Glu Met
1

<210> 63

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Ssequence

Synthetic

Synthetic

Synthetic

Synthetic
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<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 63
Trp Ala Arg Thr Arg Glu Ser
1 5

<210> 64

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> pescription of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 64
Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

<210> 65

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: synthetic
peptide

<400> 65
Trp Ala Ser Thr Pro Glu Ser
1 5

<210> 66

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<220>

<221> MOD_RES

<222> (4)..(4)

<223> Any amino acid

<400> 66
Trp Ala Ser Xaa Arg Glu Ser
1 5

<210> 67

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
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<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 67
Trp Ala Ser Asn Ile Thr Ser
1 5

<210> 68
<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 68
Trp Ala Asn Phe Arg val Ser
1 5

<210> 69

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 69
Trp Thr Ser Asn Arg val Ser
1 5

<210> 70

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 70
Leu Gly Gly Thr Arg val ser
1 5

<210> 71

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 71

Leu Ala Thr Thr Arg val ser
1 5
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<210> 72

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

peptide

<400> 72
Trp Ala Ser Thr Arg val Ser
1 5

<210> 73

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

peptide

<400> 73
Trp Ala Ser Thr %eu val ser
1

<210> 74

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> pescription of Artificial Sequence:

peptide

<400> 74
Trp Ala Ser Thr Gly val Gly
1 5

<210> 75

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

peptide

<400> 75
Trp Ser Ser Thr Arg val Ser
1 5

<210> 76

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

Synthetic

Synthetic

Synthetic

Synthetic
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<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 76 )
Gly Tyr Asn Phe Ile Gly Phe Trp Met HBS
1 5 1

<210> 77

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 77
Gly Tyr Thr phe §1e Asp Phe Trp Leu His
1 10

<210> 78

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 78
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Phe Trp Leu Hgs
1 5 1

<210> 79

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 79 i
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser His Trp Leu gss
1 5

<210> 80

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 80
Gly Tyr Pro Phe Thr Thr Arg Trp Leu His
1 5 10
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<210> 81

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 81
Gly Tyr Leu Phe Thr Ser Ser Trp Leu His
1 5 10

<210> 82

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 82
Gly Tyr Asn Phe Ser Ser Ser Trp Leu His
1 5 10

<210> 83

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 83
Gly Tyr Pro Phe Thr Lys Ser Trp Leu His
1 5 10

<210> 84

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 84 )
Gly Tyr Ser Phe Thr Thr Ser Trp val HBS
1 5 1

<210> 85

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
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<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 85
Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Ser Trp Leu Hgs
1 5 1

<210> 86

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 86
Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Ser Trp Leu His
1 5 10

<210> 87

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 87
Gly Tyr Thr phe Thr Ser Ser Trp Leu His
1 5 10

<210> 88

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 88
Gly Tyr Ala Phe Thr Ser Thr Trp Leu Hgs
1 5 1

<210> 89

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 89
Gly Tyr Ile Phe Thr Ser val Trp Leu His
1 5 10
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90
10
PRT
Artificial Sequence

Description of Artificial
peptide

90

Gly Tyr Asn Phe Thr Ser val Trp
1 5

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

<220>
<223>

<400>

91
10
PRT
Artificial Sequence

Description of Artificial
peptide

91

Gly Tyr Ser pPhe Thr Ser val Trp
1 5

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

<220>
<223>

<400>

92

10

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial
peptide

92

Gly Tyr Thr Phe Thr Arg val Trp
1 5

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

<220>
<223>

<400>

93

10

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial
peptide

93

Gly Tyr Ala Phe Thr Ser Tyr Trp
1 5

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

<220>

94
10
PRT
Artificial Sequence

Sequence: Synthetic

Leu His
10

Sequence: Synthetic

Leu His
10

Sequence: Synthetic

Leu His
10

Sequence: Synthetic

Leu His
10

Pagina 31



o il

GENENLAW-_400622-v1-P2138R1_AU_replacement_Seq_Listing
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 94
Gly Tyr Ile Phe Thr Thr Tyr Trp Leu His
1 5 10

<210> 95

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 95
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His
1 5 10

<210> 96

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 96
Gly Tyr Thr Phe Tyr Ser Tyr Trp Leu His
1 5 10

<210> 97

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 97
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Ige Arg Phe Asn Pro Asp Phe
1 5 1 15

Glu Asp

<210> 98

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
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<400> 98

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Thr Lys Phe
1 5 10 15

Glu Asp

<210> 99

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> pescription of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 99
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Lys Phe
1 5 10 15

His Asp

<210> 100

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 100
Gly Met Ile Asp Pro Ser Tyr Ser Ile Thr Arg Phe Asn Pro Lys Phe
1 5 10 15

Lys Tyr

<210> 101

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> ) ) i
<223> pescription of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 101

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Lys Phe
1 5 10 15

Asn Tyr
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102
18

PRT
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

102

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Lys Phe
1

5 10 15

Asn Asp

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

<220>
<223>
<400>
1

103

18

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

103

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Lys Phe
5 10

15

Asn Glu

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

<220>
<223>

<400>

104

18

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

104

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe
1

5 10 15

Asp Asp

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

<220>
<223>

105

18

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
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<400> 105

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe
1 5 10

Glu Asp

<210> 106

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 106
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Gln Asn Phe
1 5 10 15

Glu Asp

<210> 107

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 107

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe
1 5 10

Glu His

<210> 108

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> o )
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

peptide
<400> 108

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe
1 5 10 15

Lys Glu
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<210> 109
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> pescription of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 109
Gly Met ITe Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Leu
1 5 - 10 15

GIn Asp

<210> 110

<211> 18

<212> PRT .
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 110
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Ser Leu
1 5 10 15

Glu Asp

<210> 111

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 111
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Thr Phe
1 5 10 15

Glu Asp

<210> 112

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
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112
5

Lys Asp

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

<220>
<223>

<400>

113
11
PRT
Artificial Sequence

Description of Artificial
peptide

113

Ser Tyr Gly Ser Tyr val Leu Pro
1 5

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

<220>
<223>

<400>

114

11

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial
peptide

114

Ser Tyr Gly Ser Tyr val Ser Pro
1 5

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

<220>
<223>

<400>

115
11
PRT
Artificial Sequence

Description of Artificial
peptide

115

Ser Tyr Arg Ser Tyr Arg Ile Pro
1 5

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

<220>
<223>

<400>

116
11
PRT
Artificial Sequence

Description of Artificial
peptide

116

Ser Tyr Arg Ser Tyr val Leu Pro
1 5

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro val Leu
10

15

Sequence: Synthetic

Leu Asp Tyr
10

Sequence: Synthetic

Leu Asp Tyr
10

Sequence: Synthetic

Leu Asp Tyr
10

Sequence: Synthetic

Leu Asp Tyr
10
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<210> 117

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> o )
<223> pescription of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 117
Ser Tyr Arg Ser Tyr val Leu Pro Leu Asp Gln
1 5 10

<210> 118

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 118
Ser Tyr Arg Ser Tyr Phe Thr Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 119

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 119
Ser Tyr Ser Ser Tyr Met Arg Pro Leu Agp Tyr
1 5 1

<210> 120

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 120
Ser Tyr Ser Ser Tyr Thr Arg Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 121

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
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<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 121
Ser Tyr Ser Ser Tyr val Thr Ser Leu Aap Tyr
1 5 1

<210> 122

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 122
Thr Tyr Gly Ser Tyr Glu Lys Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 123

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> pescription of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 123
Thr Tyr Gly Ser Tyr val Lys Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 124

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 124
Thr Tyr Gly Ser Tyr val Arg Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 125

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 125
Thr Tyr Gly Ser Tyr val Ser Pro Leu Asp Tyr
1 5 10
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<210> 126

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 126
Thr Tyr His Ser Tyr val Thr Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 127

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 127
Thr Tyr Arg Ser Tyr val Ser Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 128

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 128
Thr Tyr Arg Ser Tyr Lys Ser Pro Leu ﬁgp Tyr
1 5

<210> 129

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 129
Thr Tyr Arg Ser Tyr Phe Thr Pro Leu T%r Tyr
1 5 1

<210> 130

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
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<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 130
Thr Tyr Arg Gly Tyr Glu Thr Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 131

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 131
Thr Tyr Arg Ser Tyr Phe val Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 132

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 132
Thr Tyr Ser Ser Tyr val Lys Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 133

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 133
Thr Tyr Ser Ser Tyr val Arg Pro Leu égp Tyr
1 5

<210> 134
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 134
Thr Tyr Ser Ser Tyr Met Arg Pro Leu égp Tyr
1 5
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<210> 135

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 135
Thr Tyr Ser Ser Tyr Met Ser Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 136

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 136
Thr Tyr Ser Ser Tyr val Thr Ala Leu égp Tyr
1 5

<210> 137

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 137
Thr Tyr Ser Ser Tyr Arg Thr Ala Leu égp Tyr
1 5

<210> 138

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 138
Thr Tyr Thr Ser Tyr Arg Leu Pro Leu Agp Tyr
1 5 1

<210> 139

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
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<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 139
Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

<210> 140

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 140
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His
1 5 10

<210> 141

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 141
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe
1 5 10 15

Lys Asp

<210> 142

<211> 11

<212> PRT .
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 142
Ser Tyr Gly Ser Tyr val Ser Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 143

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
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<400> 143
Ser Tyr Gly Ser Tyr val Ser Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 144
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 144
Ser Tyr Arg Ser Tyr Arg Thr Pro Leu Agp Tyr
1 5 1

<210> 145

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 145
Ser Tyr Arg Ser Tyr val Thr Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 146
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 146
Ser Tyr Arg Ser Tyr val val Pro Leu égp Tyr
1 5

<210> 147

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 147
Ser Tyr Arg Ser Tyr val val Pro Leu Asp Ser
1 5 10

<210> 148
Pagina 44



GENENLAW-_400622-v1-P2138R1_AU_replacement_Seq_Listing
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 148
Ser Tyr Ser Ser Tyr Val Lys Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 149

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> )
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 149
Ser Tyr Ser Ser Tyr val Leu Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 150

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 150
Thr Tyr Ala Ser Tyr Ala Thr Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 151

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> )
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 151
Thr Tyr Ala Ser Tyr val Thr Pro Leu Qgp Tyr
1 5

<210> 152

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
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<400> 152
Thr Tyr Gly Ser Tyr val Thr Ala
1 5

<210> 153

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> )
<223> Description of Artificial
peptide

<400> 153
Thr Tyr Gly Ser Tyr val Thr Ala
1 5

<210> 154

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
peptide

<400> 154
Thr Tyr Gly Ser Tyr Met val Pro
1 5

<210> 155

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
peptide

<400> 155
Thr Tyr His Ser Tyr Leu val Pro
1 5

<210> 156

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
peptide

<400> 156
Thr Tyr Lys Ser Tyr val Thr Pro
1 5

<210> 157

Leu Asp Tyr
10

Sequence: Synthetic

Leu Asp His
10

Sequence: Synthetic

Leu Asp Tyr
10

Sequence: Synthetic

Leu Asn Tyr
10

Sequence: Synthetic

Leu Asp Tyr
10
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<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 157
Thr Tyr Arg Ser Tyr Arg Ser Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 158

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 158
Thr Tyr Arg Ser Tyr val Ser Pro Leu Asp Phe
1 5 10

<210> 159
<211> 11
<212> PRT :
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 159
Thr Tyr Arg Ser Tyr val Thr Pro Leu égp Tyr
1 5

<210> 160
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> pescription of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 160
Thr Tyr Ser Ser Tyr Trp Ile Pro Leu Asp Tyr
1 5 1

<210> 161

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
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<400> 161
Thr Tyr Ser Ser Tyr val Arg Pro
1 5

<210> 162

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> )
<223> Description of Artificial
peptide

<400> 162
Thr Tyr Ser Ser Tyr val Thr Ser
1 5

<210> 163

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Ssequence

<220> )
<223> Description of Artificial
peptide

<400> 163
Thr Tyr Ser Ser Tyr val Thr Ala
1 5

<210> 164

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
peptide

<400> 164
Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu
1 5

<210> 165

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
peptide

<400> 165
ITe Tyr Trp Ala ger Thr Arg val
1

<210> 166

Leu Asp Tyr
10

Sequence: Synthetic

Leu Asp Tyr
10

Sequence: Synthetic

Leu Asp Tyr
10

Sequence: Synthetic

Ser Gly val
10

Sequence: Synthetic

Ser Gly val
10
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<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 166

Ala ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His Trp val
1 5 10

<210> 167

<211> 14

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 167
Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Ser Trp Leu His Trp val
1 5 10

<210> 168

<211> 22

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 168
Trp val Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro
1 5 10 15

Asn Phe Lys égp Arg Phe

<210> 169

<211> 22

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> pescription of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 169
Trp val Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Sgr Asp Thr Arg Phe Agn Thr
1 5 1 1

Lys Phe Glu Asp Arg Phe
20
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<210> 170
<211> 22
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> pescription of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 170
Trp val Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro
1 5 10 15

Asn Phe Glu Asp Arg Phe
20

<210> 171

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 171
Cys Ala Arg Tyr Gly Ser Tyr val Ser Pgo Leu Asp Tyr Trp Gly
1 5 1 15

<210> 172

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 172
Cys Ala ser Tyr Gly Ser Tyr val Ser Pro Leu Asp Tyr Trp g}y
1 5 10

<210> 173

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> pDescription of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 173
Cys Ala Thr Tyr Gly Ser Tyr val Ser Pro Leu Asp Tyr Trp g1y
1 5 10 5

<210> 174
<211> 15
<212> PRT
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<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
peptide

<400> 174
Cys Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr val
1 5

<210> 175

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
peptide

<400> 175
Cys Ala Ser Tyr Arg Ser Tyr val
1 5

<210> 176

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
peptide

<400> 176
Cys Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr val
1 5

<210> 177

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
peptide

<400> 177
Cys Ala Thr Tyr Ser Ser Tyr val
1 5

<210> 178

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
peptide

<400> 178

Sequence: Synthetic

Ser Pro Leu Asp Tyr Trp Gly
10 15

Sequence: Synthetic

Thr Pro Leu Asp Tyr Trp Gly
10 15

Sequence: Synthetic

Thr Pro Leu Asp Tyr Trp Gly
10 15

Sequence: Synthetic

Thr Ser Leu Asp Tyr Trp Gly
10 15

Sequence: Synthetic
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Cys Ala Thr Tyr Ser Ser Tyr val Thr Ala Leu Asp Tyr Trp Gly
1 5 15

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

<220>
<223>

<400>

10

179

23

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

179

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1

5 10

Asp Arg val ;gr Ile Thr Cys

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

<220>
<223>

<400>

180

15

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

180

Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5

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

<220>
<223>
<400>
1

10 15

181

32

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

181

Gly val Pro Ser Arg Phe ser Gly Ser Gly ser Gly Thr Asp Phe Thr
5 10

15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr g%r Tyr Cys
25

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

<220>
<223>

182
11
PRT
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
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182

Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg
1 5 10

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

<220>
<223>

<400>

183

17

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

183

Lys Ser ser GIn Ser Leu Leu Tyr Thr Ser Ser Gln Lys Asn Tyr Leu
1 5 15

Ala

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

<220>
<223>

<400>

10

184

7

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

184

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

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

<220>
<223>

<400>

185

9

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: synthetic
peptide

185

Gln GIn Tyr Tyr éla Tyr Pro Trp Thr
1

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

<220>
<223>
<400>
1

186
106
PRT
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

186

Thr val Ala Ala Pro Ser val phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
15

5 10
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Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
20 25 30

Pro Arg Glu Ala Lys val Gln Trp Lys val Asp Asn Ala Leu GIn Ser
35 40 45

Gly Asn Ser GIn Glu Ser val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
50 55 60

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
65 70 75 80

His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
85 90 95

val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

100 105
<210> 187
<211> 25
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
<400> 187

Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

<210> 188

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 188
Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
1 5 10

<210> 189

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial sequence
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<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide
<400> 189
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
30

20 25
<210> 190
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
<400> 190

Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
1 5 10

<210> 191
<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 191
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His
1 5 10

<210> 192

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 192
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe
1 , 5 10

Lys Asp

<210> 193

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
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<223> pescription of Artificial Sequence: Synthetic

pepti
<400> 193

de

Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr val Thr
1 5

<210> 194
<211> 108
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial
polypeptide

<400> 194
1

Ser Thr Ser

Phe Pro Glu
35

Gly val His
50

Leu Ser Ser
65

Tyr Ile Cys

Lys val Glu

<210> 195
<211> 222
<212> PRT

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Pro
100

Gly

val

Phe

val

val

85

Lys

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

ser

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser val
5

Ala Ala

val Ser
40

Ala val
55
val Pro

His Lys

Cys Asp

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial
polypeptide

<400> 195

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu
1

5

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp

Pro Leu Asp Tyr
10

Sequence: Synthetic

Phe

Leu

25

Trp

Leu

ser

Pro

Pro
10

é1y
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Ala Pro

Leu val

Gly Ala

45

Ser Gly
60
Leu Gly

Thr Lys

Thr

Sequence: Synthetic

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

GIn

Asp
95

Lys

Tyr

Ser

ser

Thr

80

Lys

Leu Leu Gly Gly Pro Ser val phe
10 1

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
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Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

145

Gln

Gly

GlIn

Asn

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

val

Phe

50

Pro

Thr

val

Ala

Pro

Ser

GIn

His
210

<220>

<223>

<400>

Thr

35

Asn

Arg

val

Ser

Lys

115

Glu

Phe

Glu

Phe

Tyr

196
222
PRT
Artificial Sequence

20

Cys val val

Trp

Glu

Leu

Asn

100

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

180

Asn

Thr

Tyr
Glu
His
85

Lys
Gln
Met
Pro
Asn
165
Leu

val

GlIn

polypeptide

196

val

Gln

70

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

150

Tyr

val

Phe

Lys

val

Asp

55

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

ser
215

Asp

40

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

120

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

200

Leu

Description of Artificial

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu
1

5

25

val

val

Ser

Leu

Ala

105

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

185

ser

Ser

ser

Glu

Thr

Asn

90

Pro

Gln

val

val

Pro

170

Thr

val

Leu

His

val

Tyr

75

Gly

Ile

val

Ser

Glu

155

Pro

val

Met

ser

Glu

His

60

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

140

Trp

val

ASp

His

Pro
220

Asp Pro Glu
45

Asn

val

Glu

Lys

Thr

125

Ser

Glu

Leu

Lys

Glu

205

Gly

Sequence: Synthetic

Ala

val

Tyr

Thr

110

Leu

cys

Ser

Asp

Ser

190

Ala

Lys

Lys

Ser

Pro

Ala

Asn

Ser

175

Arg

Leu

GENENLAW-_400622-v1-P2138R1_AU_replacement_Seq_Listing
30

val

Thr

val

80

Cys

Ser

Pro

val

Gly

Asp

Trp

His

Leu Leu Gly Gly Pro Ser val phe
10 1
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Leu

Glu

Lys

Lys

Lys

Ser

Lys

145

Gln

Gly

Gln

Asn

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

Phe

val

Phe

50

Pro

Thr

val

Ala

Pro

Ser

Gln

His
210

<220>

<223>

Pro

Thr

35

Asn

Arg

val

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

197
449
PRT
Artificial Sequence

GENENLAW-_400622-v1-P2138R1_AU_replacement_Seq_Listing

20

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

100

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

180

Asn

Thr

val

Tyr

Glu

His

85

Lys

Glin

Met

Pro

Asn

165

Leu

val

Gln

polypeptide

val

val

Gln

70

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

150

Tyr

Tyr

Phe

Lys

val

Asp

55

Tyr

Asp

Leu

Arg

Asp

Lys

Ser

ser

Ser
215

Asp

40

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

120

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

200

Leu

Description of Artificial

val

val

Ser

Leu

Ala

105

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

185

Ser

ser

ser

Glu

Thr

Asn

90

Pro

GlIn

val

val

Pro

170

Thr

val

Leu

His

val

Tyr

75

Gly

Ile

val

ser

Glu

155

Pro

val

Met

Ser

Glu

His

60

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

140

Trp

val

Asp

His

Pro
220

Asp

45

Asn

val

Glu

Lys

Thr

125

Trp

Glu

Leu

Lys

Glu

205

Gly

Sequence: Synthetic
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Pro

Ala

val

Tyr

Thr

110

Leu

Cys

ser

Asp

Ser

190

Ala

Lys

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

175

Arg

Leu

Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
25 30

val

Thr

val

80

Cys

ser

Pro

val

Gly

Asp

Trp

His

63
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<400> 197
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Trp Leu His Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe
50 55 60

Lys Asp Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Thr Tyr Arg ser Tyr val Thr Pro Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser val Phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val Thr val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe Pro Ala val Leu
165 170 175

GIn ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser val val Thr val Pro Ser
180 185 190

Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr Ile Cys Asn val Asn His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys val Asp Lys Lys val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 240

Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
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245 250 255

Arg Thr Pro Glu val Thr cys val val val Asp val Ser His Glu Asp
260 265 270

Pro Glu val Lys Phe Asn Trp Tyr val Asp Gly val Glu val His Asn
275 280 285

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val
290 295 300

val Ser val Leu Thr val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335

Thr ITe ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn val Ser Leu Ser
355 360 365

Cys Ala val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu
370 375 380

Sser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu
385 390 395 400

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu val Ser Lys Leu Thr val Asp Lys
405 410 415

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn val Phe Ser Cys Ser val Met His Glu
420 425 430

Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

Lys

<210> 198
<211> 220
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide
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<400> 198
Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr
20 25 30

Ser Ser Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys
35 40 45

Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly val
50 55 60

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn Gln
85 90 95

Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile
100 105 110

Lys Arg Thr val Ala Ala Pro Ser val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
115 120 125

Glu GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val val Cys Leu Leu Asn Asn
130 135 140

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys val GIn Trp Lys val Asp Asn Ala Leu
145 150 155 160

GIn Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp
165 170 175

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
180 185 190

Glu Lys His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr His Gln Gly Leu Ser
195 200 205

Ser Pro val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215 220

<210> 199
<211> 119
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
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<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide
<400> 199
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Trp Leu gis Trp val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
5 40 45

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe
50 ' 55 60

Lys Asp Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr val Thr Pro Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu val Thr val Ser Ser
115

<210> 200
<211> 114
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 200
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser SSr Leu Ser Ala ser val Gly
1 5 1 15

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu ggu Tyr Thr
v 20 25

Ser Ser Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr GIn Gln Lys Pro Gly Lys
35 40 45

Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr 269 Glu ser Gly val
50 55
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Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn
85 90 95

Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile
100 105 110

Lys Arg
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S ~ Brigard « Castro

BOGOTA - COLOMBIA

PODER

Yo (nosotros)

domiciliado(s} en

‘Nombro(amos). a:  JUAN PABLO CADENA SARMIENTO

ylo BEATRIZ JARAMILLO yio CARLOS H. PALACIO
EASTMAN y/o HECTOR GOMEZ MEJIA, de Bogots,
¢olombia, apoderados verdaderos 'y legales con poder
especial, amplio y stificiente, para recabar de las oficinas y
tutoridades colombianas. administrativas, judiciales y de
policfa, en cualqiier instancia © recurso, la obtencién de
patentes’ de invencibn, registros de marcas, disefios
industriales, modelos de utilidad, depésitos de nombres
comerciales y ensefias, registros de derechos de autor y
contratos: 'sobre fos mismos, obtencion de certificados de
obtentor-de variedades vegetales, asf como sus prérrogas,
renovaciones, anotaciones de traspaso, cambios de nombre
y/o. .domicilio; elaborar, tramitar y registrar contratos de
licencia y licencias de cualesquiera clases; intervenir como

demandante o como demandado en cualquier instancla vy

acurso ante cualquier juez, corporacién, funcionario pdblico

o autoridad en acciones judiciales, administrativas y de
policia tales como: oposiciones al registro de marcas;
acsiones de caducidad, cancelacion y nulidad; acciones
reivindicatorias; acciones derivadas de la obtencién o
explotacién de licencias; accionés de competencia desleal;
démandas penales; acciones de indemnizacion de
perjuicios, reclamos y observaciones a solicitudes de
patentes, disefios industriales, modelos de utilidad, en el
ejerciclo de medidas cautelares y en otras accionss o
medidas similares,

A este efecto, lo(s§ faclilto(amos) para elevar solicitudes,
formular descripciones; erimiendas, protestas,
declaraciones, oposiciones, cancelaciones, nulidades,
apelaciones y reclamos; pagar impuestos, cuotas y
gravdmenes prescritos por la ley; renunciar o desistir a
derechos concedidos ¢ en curso de concesién; recibir toda

.-clase de documentos y valores, dando el descargo

‘espectivo, y, en general, para dar ante dichas autoridades
todos- los pasos.necesarios al etecto indicado y tomar todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo de mis
(nuestros intereses); con todas las demds facultades legales
necesarias,

. Este poder comprende la tacuitad de ratificar o confirmar en

mi (nuestro) nombre lo actuado asi como la facultad de
desistir, transigir, comprometer, y la de sustitirlo en todo o
en parte y revocar sustituciones. Asimismo nombro{amos)
a: JUAN. PABLO CADENA SARMIENTO y/o BEATRIZ
JARAMILLO y/o CARLOS H. PALACIO EASTMAN y/o
HECTOR GOMEZ MEJIA,, domiciliado(s) en la Carrera 7
No. 16-86 Piso 9, mis (nuestros) .apoderados en Colombia,
con facultades para recibir nofificaciones y designar
apoderados judiciales o extrajudiciales.

Otorgado y firmado en

hoy. .- de o de R _2\:}‘6~
Firma

Nombre

Cargo

POWER OF ATTORNEY

| (We) Genentech, Inc.
1 DNA Way

domiciledin  South San Francisco, California 94080-4990 '
USA

Hereby appoints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO .

and/or BEATRIZ JARAMILLO andlor CARLOS H.
PALACIO EASTMAN and/or HECTOR GOMEZ MEJIA, of
Bogota, Colombia, my (our) true and lawful attorneys with
special, ample and sufficient power to obtain from the
Colombian administrative, judicial and police offices and
authorities, in -any instance, privileges of patents of
invention, registration of trademarks, industrial designs and
utility models; registration of commercial names and
emblems, registration of copyright and contracts related
thereto, certificates of obtainers of vegetables varieties, as
well as extensions, renewals and recordal of assignments
and changes of hame and domicile related to the abovs; to
prepare, prosecute and register licenses of any kind; to act
as plaintiff or defendant in any instance or recourse, and
before any judge, corporation, public official or authority in
judicial, administrative and police actions, such as:
oppositions to the registration of trademarks; caducity,
cancellation and nullity actions; claim actions derived from
the obtaining or explotation of licenses, action of unfair
competition; criminal proceedings, actions for payment of
damages: claims or observations on patent applications,
models, industrial designs and utility models; in the exercise
of preventive measures and in other actions or similar
proceedings.

To that effect they hereby empowered to file applications,
formulate descriptions, amendments, protests, declarations,
oppositions, cancellations, nullities, appeals and claims; to
pay taxes, quotas and assessments prescribed by law,
renounce or waive the rights granted or in the process of
granting; to receive all kinds of documents and valuables,
giving the respective release of receipt, and, in general, to
take before said authorities the necessary steps to such
effect, and any measures that they may deern pettinent 1o
the safeguard of my (our) interest(s) with all the other
necessary legal powers,

This power includes the faculty to ratify or confirm desist,
settle and compromise on my {our) behalf, and to substitute
this power in whole or in part and to revoke substitutions, At
the same time | (We) hereby appoinis JUAN PABLO
CADENA SARMIENTO and/or BEATRIZ JARAMILLO
and/or CARLOS H. PALACIO EASTMAN and/or HECTOR
GOMEZ MEJIA, domiciled in Carrera 7 No. 16-56, Piso 9,
my ({our) aftorney(s) in fact, with powers to receive
notifications and to designate judicial and extrajudicial
attorneys.

South San Franciscoe, California
Granted and signed in - (JSA

tis  Oth

day fDe cemb 605

Signature Ctezs

ame Limothy R, Schwartz, Ph.T.

Title Section Patent Counsel
Authorized Corporate Sighatory
Genentech.J Ine,




AUTHORIZATION

Genentech, Inc. hereby authorizes any of Janet E. Hasak, Mark T. Kresnak, Jeffrey S.
Kubinec and Timothy R. Schwartz, for so long as they remain employees of Genentech,
Inc., to execute, on its behalf, any submissions associated with the filing, prosecution,
granting, and extension and maintenance of grant of patent and trademark applications in
the U.S. and foreign countries, contracts relating to biological deposits with the American

Type Culture Collection, and assignments to publishers of copyrights covering works
authored by Genentech employees.

August 27, 2002 Pron. dhonaton
Dated Sean A. Johnston
Vice President, Intellectual Property
Genentech, Inc.
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SECRETARY OF STATE

B APOSTILLE

(Convention de La Haye du § octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by AIDA MICLAT GUIAM
3. acting in the capacity of Notary Public, State of California

27 4. bears the seal/stamp of AIDA MICLAT GUIAM, Notary Public,
‘ State of California .

CERTIFIED
. At Sacramento, California
. the 15th day of December 2005
. by Deputy Secretary of State, State of California
. No. 267083 "

5.
6
7
8
9

. Seal/Stamp:

10. Signature
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State of Califomia

County of Jan  Mateo

+ - *
On 0('(" ey, L, 2005 bafore me, /))C(q Midsd  Gura -
™ ‘Nam and Thla of Offoe 0.3 “4arie Doc, Notary Public’)

personally appeared T o h%v A3 Aesarty

Name(s) of Signants) /)

[ personally known to me

£ proved to me on the basis of satisfactory

evidence

to be the persone} whose namefe) isiare
subsctibed to the within instrument and
acknowledged to me that hefshédhey-executed
the same in hisfhertheir authorized
capacityliesy, and that by histheritheir
signaturete on the instrument the person{s, or
the entity upon behalf of which the parsonfsy
acted, executed the instrument,

WITNESS(TLhand and official seal,

4 Ntd

Signature-of Noury PublGH

OPTIONAL
Though the Informétion below s not r8quired By law 1t may prove valuebis 10 persons ralying o the document aid coiild prevent
) ch of this form to another document.

Description of Attached Document

Title or Type of

Document Date: : Number of Pages:

Signer(s) Other Thanh Named Abovax,_

Capacity(ies) Claimed by Signer

Signer's Name:

OF SIGHER
£ individual Top of thuts here
(0 Corparate Officer — Title(s):
{7} Partner — (J Limited [ General
3 Attorney-in-Fact
[ Trustée
1 Guardian or Conservator
1 Other:

Signer Is Representing:

©1998 &lbml Nowymhm WDGSWAN FO Bbx ZM'%MIMCAQ'ST&QM'MMMWW Prod. No, 5807 Mdrcd‘ibl—h- I-BMGM&?
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TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Poder otorgado por Genentech,
Inc. domiciliada en 1 DNA Way, South San Francisco, California 94080-4990,
Estados Unidos de América.

ESTADO DE CALIFORNIA
SECRETARIA DE ESTADO

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1 961)

1 Pals: Estados Unidos de América
Esta documento piblico
ha sido firmado por AIDA MICLAT GUIAM

3. actuando en capacidad de Notario Publico, Estado de California
lleva el selloftimbre de AIDA MICLAT GUIAM, Notario Publico
Estado de California

CERTIFICADO
5. en Sacramento, California
8. el 15 de diciembre de 2005
7. por-el Secretario de Estado Delegado, Estado de California
8. No. 267083
9.  SellofTimbre

10.  Firma

(Firma)
Secretario de Estado




RECONOCIMIENTO TODO-PROPOSITO DE CALIFORNIA

Estado de California )
}ss.
Condado de San Mateo )

El 6 de diciembre de 2005, ante mi, AIDA MICLAT GUIAM, aparecié personalmente
Thimoty R. Schwartz

[ a quien conozco personalmente

quien demostré ante mi en base a
evidencia satisfactoria ser la persona cuyo

Hay un sello que dice: nombre esta suscrito en el instrumento y

AIDA MlgLAT GUIAM quien reconocidé ante mi que ejecutd el
Sgtgﬁilp&ﬁcxg:f?g%a mismo en su capgcidad autorizada, y que
Condado de San Mateo por su firma en el instrumento la persona o
Mi comision expira Dic. 9 de 2007 fa entidad a nombre de la cual la persona

actud, ejecutt el instrumento,
Atestigua mi firma y sello oficial,
AIDA MICLAT GUIAM

: i e OPCIONAL
Aungue fa informacion en esta seccién N0 s requerida por fa ley, puede probar sor valiosa para 1S personas que se basan en el documento y puede
prevenir.la remocitn y réadhesion fraudulenta de esta forma a otro documento

Descripcion adicional de cualquier documento anexo
Titulo o tipo de documento:
Fecha del Documento: . Nimero de paginas:
Firmante(s) diferente(s) a (los) nombrado(s) atriba:

Capacidadies} Relvindicada(s) por el (los) firmanta(s)
Nombre del firmante: '
Individuo

Funcionario Corporativo ~ Titulofs):

Socio - [ Limitado (I General Huella Indice
Abogado de hecho derecho del firmante

Fideicomisario Parte alfa del dedo aqui
Guardién o conservador
Otro:

gopooodao

E! firmants representa:




AUTORIZACION

Genentech, Inc. por la presente autoriza a cualquiera de Janet E. Hasak, Mark T.
Kresnak, Jeffrey S. Kubinec y Thomity R. Schwartz, mientras permanezcan como
empleados de Genentech, inc., a ejecutar, a su nombre; cualquier solicitud
asociada con ‘presentacion, procesamiento, consecucién, y extensién y
mantenimiento de concesion de solicitudes de patente y marca registrada en los
Estados Unidos y paises extranjeros, contratos relacionados con depésitos
biolégicos con la Coleccidn Americana de Tipo de Cuitivo, y cesiones a publicistas
de derechos de autor que cubran los trabajos de autoria de los empleados de
Genentech.

27 de Agosto de 2002 (Firma)
Fechado Sean A. Johnston
Vicepresidente, Propiedad Intelectual

Genentech, Inc.




Apustille |

{Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secrétary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

(ertified

at Dover, Delaware

the twenty-fourth day of May, A.D. 2005.

by Secretary of State, Delaware Department of State
No. 0254030

Seal/Stamp: 10. Signature:

Secratary of State
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The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE RESTATED CERTIFICATE OF "GENENTECH, INC.", FILED IN
THIS OFFICE ON THE TWENTY-SECOND DAY OF JULY, A.D. 1999, AT 9
O'CLOCK A.M.

\ﬂﬁbmmqbb x!gmdtﬁyg%¢;4L¢¢ﬂ/
Harriet Smith Windsor, Secretary of State )
AUTHENTICATION: 3900384

2112549

0504265086 DATE: 05-24-05




AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION -
GENENTECH, INC.

Gencentech, Inc. (the “Corporation™), a corporation orgenized and existing .
under and by vinue of the General Corporation Law of the State of Delaware,
.does heroby amend the Certificate of Incarporation of the Corporation, which was
originally filed on December 23, 1986 under the name “Genentech Delaware,
Inc.”, and subsequently amended.

' The Cextificate of Incotporation of the Corporation is hereby restated and
further amended to read in its entirety as follows:

ARTICLE 1

The name of the Corporation ia: Genentach, Inc.
ARTICI;E 2

The address of the registered office of the Corporation in the State of
Delaware is Corporation Service Conpany, 1013 Centre Road, City of
Wilmington, County of New Castle, Delaware 19805, The name of its registered
agent at guch address is Corporation Service Company.

ARTICLE 3

The purpose of the Corporation is to engage in any Iawﬁxlnctox:activity
for which corporations may be organized under the General Corporation Law of
the State of Delaware as the sams exists ot may héreafter be amended (“Delaware
Law™),

STATE OF DELAWARE
SECRETARY OF STATX
DIVISION OF CORPORATIONS

FILED 09:00 AM 07/22/1999
991302331 - 2112549
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ARTICLE4

SECTION4.01. Capital Stock. (a) The Corporation is suthorized to issue
two classes of stock 10.be designated, respectively, preferred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is suthorized to issue is
four hundred million (400,000,000) shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share (“Preferred
Stock™). Three handred million (300,000,000) shares shall be designated
common stock, par viddus $0.02 per share (“Common Stock™ The Common
Stock of the Corporation shall be all of one class.

() The number of uthorizad shares of any class or classes of stock may
be increased or decreased (but not below the number of shares thereof then
outstanding) by the affirmative vote of a majority in vodng power of the
outstanding stock of the Corporation entitled t vote thereon irrespective of the
provigions of Section 242(b)(2) of Delawars Law.

SecrioN 4.02. Common Stock. (a) Issuance and Consideration. Any
unissued of frcasury shaies of the Common Stock may be issued for such
consideration as'tay be fixed in accordance with applicable law from time to
tme by the Board of Directors,

(b) Dividends. Subject to the rights of holders of the Préferred Stock,
the holders of the Common Stock shall be emtitled o receive, when and as
declared by the Board of Directors, out of the assets of the Corporation which are
by law available therafor, dividends payable cither in cash, in. propesty, or in
shares of stock and the holders of the Preferred Stock shall not be entitled to
paaticipate in any such dividends (unless stherwisé provided by the Board of
Directors in any resolution providing for the issus of a sezies of Preforred Stock).

SECTION 4.03. Preferred Stock.

'(8) Series and Limits of Variations between Serfes. Any unissued or
treasury shares of the Preferred Stock may be issued from time to time in one or
more series for such consideration as may be fixed from time 10 time by the Board
of Directors, Before auy shares of Preferred Stock of any particular series shall be
issued, a certificate shall be filed with the Sacretary of State of Delawars setting
forth the designation, rights, privileges, restrictions, and conditions to be attached
o the Preferrad Stock of such series ind such other matters as may be required,
and the Board of Directors shall fix and detexmine, and is hiereby expressly
empowered to fix and defermine, in the marmer provided by law, the particnfars of

35



the sharcs of such series (so far 43 not inconsistent with the provisions of this
Article 4 applicable to all series of Praferred Stock), including, but not Jimited to,
the following: .

(i) the distinctive designation of such series and the mumber of
shares whdci shall constitte such sarles, which number miay be indreased
{except whete otherwise provided by the Board of Directors In creating
such seties) or decreased (burt not below the number of shares (heveof then

outstanding) from time to time by like uction of the Board of Ditectors;

()  the annual rate of dividends payable on shares of such series,
the conditions upon which such dividends shall be payable and the date
from which dividends shall b¢ cumulative {n the event the Board of
Directors determines thay dividends shall be cwmmlative;

(i) whether such series shall have voting rights, in addition to the
woting rights provided by law and, if so, thié termis of such vaoting rights;

(iv) whether such series shall have conversion privileges and, if
50, the terms and conditions of such conversion, including, bt not limited
o, provision for adjustment of the conversion rate upon such events and in
such manner as the Board of Directors shall determine;

(v) whether or not the sharcs of such secies shall be redecmable
and, if s0, the terms and conditions of such redemption, including ths date
-or dates upon or after which they shall beredeemable.mdﬂmnmountper
share payable in cass of redemption, which amount may vary under
different conditions and at different redemption dates;

(i) whether such series shall have a sinking fund for the
redemption or purchase of shares of that series and, if 80, the terms and
amount of such sinking fund;

(v ﬂzeﬁghtsofthedxmof:whse:iesinthacventof
- voluntary or involuntary liquidation, dissotution or winding up of the
Corporation, and the relative rights of priority, if any, of payment of shares
of that seties; and

, (viil)  any other relative rights, prefivences and lmitations of such
seqies.
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ARTICLE S

‘SECTION-5.01. Amendment of Bylaws by Direciars. {a) In {ixtherance and
not in limitation of the powers conferred by swtute, the Board of Directorsis
expressly authorized to make, ater, amend, repeal and rescind the bylaws of the
Corporation, subject 1o Sections 5.01(b) and 5.01(c) hereof,

() Sections 2.02, 3.02, 3.03(), 3.03(b), 3.04, 3.0, 3.14, and 5.06 of the
bylaws may only be altered, amended, repealed, or rescinded by the affirmative
vote of holders of capital stock entitled to vote thereon representing more thay
60% of the shares entitled to be voted thereon.

(c)  Sectlons 3.03(c) and 3.15 of the bylaws may only be altered,
amendod, repealed, or vescinded by the affirmative vote of holders of capital stock
entitled to vote thereon representing more than 90% of the shares entitled to be
vored thereon, ' ’ :

. SECTION 5.02. Amendmant of Certificats of Incorperation. Section
5.01(b) of this Certificate of Incorporation may only be altercd, amended,
tepealod, or rescinded by the affirmative vote of olders of capital stock entitled
to voto thereon representing more than 60% ol the shares entilled to be votad
thereon. Section $.01(c) and Articles 8 and 9 of this Certificate of Inéotporation

may only be altered, amended, repealed, or reacinded by the affimmative vote of

bolders of capital stock entitled 1o vote thereon representing more than 90% of the
shares entitled to be voted thereon.

ARTICLES

S€cTION 6.01. Election of Directors by Holders of Preferred Stock,

_Duﬁnganypeﬂodwhmﬂwholdusofmhefemd Stock or any one or more

series thereof, voting as a class, shall be entitled to slect a specified number of

- diveciors, by reason of dividend arrearages or other provisions giving them the

ﬁ@tm.dolso,thenanddmmsuchtimasmhﬁghlwnﬁnm (i) the then
otherwise auﬂ:oﬁmdnmbaofdinsthbcincmscdbymhweciﬁed
number of directors; and the holders of such Preferred Stock or such sevies
thersof, voting a3 g class, shall be entitled to elect the additional directors so
provided for, pursuant to the provisions of such Preferred Stock or series; (§i) each
such additional director shall serve for such term, and have such voting powers, as
shall be gtated in the provisions periaining to sach Preferred Stock or series; and

(ifl) whenever the holders of any such Prefirred Stock or series thereof are




divested of such rights to eléct a specified numbor of directors, voting as class,
pursuant to the provisions of such Preferred Stock or scries, the terms of office of
all directors clected by the holders of such Preferred Stock or serfes, voting a¢a
class pursuant 10 such provisions or elected to fill any vacancies resulting from the
death, resignation or removal of directors so elected by the holders of such
Preferred Stock or series, shall forthwith terminate and the suthorized number of
directors shatf be reduced accordingly.

Secnon 6.02. Balloty. Elections of directors at an ahnual or special
raceting of stockholders need not be by written ballot unless the bylaws of the
Corporation shall provide otherwise. )

SECTION 6.03. Elimination of Certain Personal Liability of Directors. (a)
A director of the Corporation shall not be liable to the Corporation or its
stockholders for monetary damages for breach of Dduciary duty as a director-to
the fullest extent permilted by Delaware Law.

(b)  Each person (and the helrs, executors or administrators of such
person) who was or is a party oris threatened to be made a party to, or is involved
inany threstened, pending or completed action, suit or proceeding, whether civil,
criminal, administrative or investigative, by reason of the face that such person is
or was & director of the Corporation or is or was serving at the request of the
Corporation as a director of amother corperation, partmership, joint venture, trust
or other enteiprise, shall be indemnified and held harmless by the Corporation to
the fuliest extent permittad by Delaware Law. The right to indemnification
conferred in this Section 6.03 shall also include the right to be paid by the
Corporation the expenses incurred in connection with any such proceeding in
advance of its final disposition to the fullest extent authorized by Delaware Law,
The right 6 indemnification conferred in this Section 6.03 shall be a contract
fight.

(c) The Corporation may, by action of its Boerd of Directors, provide
indemnification to such of the officers, employees and agetts of the Corporation
to such extent and to such effect us the Board of Directors shiall determine to be
appropriate and authorized by Delaware Law.

{d) The Corporation shall have power iv purchage and maintain
insurance on behalf of any persan who is or was a.director, officer, employes or
agent of the Corporation, OF i3 or was serving at the request of the Corporation as
a director, officer, employes or agent of another corporation, partnership, joint
venture, trust or other enterprise sgatnst any expense, Liability or loss incurred by
such persun in any such capacity or arising ont of his stans as such, whethér or




1ot the Corporation would have the power to indemnify him ageinst such liabilicy
under Delawars Law.

(¢) The rights and authority conferred in this Section 6.03 shall not be
cxclusive of any other right which any person may otheswise have or hereafier -
acqiire. .

() Neither the alteration, amepdment, repeal or redission of this Section
6.03, nor the adoption of any provision of this Certificate of Incorpotation or the
bylaws of the Corporation, nor, to the fullest extent peauitted by Delaware Law,
any modification of law, shall climinate or reduce the effect of this Section 6.03 in
respect of any acts or omissions occurring prior to such alteration, amendment,
repesl, veeission, adoption or modification.

ARTICLE7

SECTION 7.01. Section 203 of Delaware Law. The Corporation hereby
elects not 10 be govemed by Section 203 of Delaware Law.,

ARTICLES

SECTION 8.01. Relationship With Rocke., [n anticipation that the

Corporation will cease tobea wholly owned subsidiary of Roche Holdings, Inc.,,

. 'bm that Roche (as defined in Section 8.05) will remain & stockholder of the
Corparation, and in anticipation that the Corperation (as defined in Section 8.05)
and Roche may engage in the same ar similar activities «of lines of business and
have an interest in the same areas of corporate opportunities, and in recognition of
(i) the bensfits w be derived by the Corporation through its continued contractual,
corporate and business relations with Roche (including service of officers and
directors of Roche as divectors of the Cormporation) and (i) the difficulties
attendant 10 any director, who desires and endeavors fully to satfsfy such
divector’s fiduciary duties, in determining the full scope of such duties in any
particular situation, the provisions of this Article 8 are set forth to regulate, define
and guide the conduct of certein affairs of the Corporation as they may involve
Roche and jts officet’s and dircctors, and the powers, rights, duties and liabilities

SO
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of the Corporation and its officers, directors and stockholdexs in-connection therewith,

SuCrion 8.02. Similar Business Activitias. Except as Roche Holdings,
Inc. may otharwise agres fr writing, :

(2) Roche shall mot have a duty o refrain from engaging directly of
indirectly in the same or similar business activitits-or Knes of business as the
Corporation, and

() mneither Roche nor any officer or director thereof shall be liable to the
Corporation or ity stockholders for breach of any fiduciary duty by reason of any
such activities of Roche or of such person's participation therein.

In the event that Roche aoquires knowledge of & potantial transaction or
matter that may be a corporate opportmity for both Roche and the Corporation,
Rache shall have no duty to communicate or offer such corporate opportumity to
the Corporation and shall not be liable to the Corporation or its stockholders for
breach of any fiduciary duty as a stockholder of the Corporation or controlling
pesson of a stockholder by reason of the fact that Roche pursues or acquires such
corporate opportumity for itself, directs such corporate opportunity o another
person or entity, or does not communicate information regarding, or offer, such
corporate opportunity to the Corporation.

Secrion 8.03. Corporate Opportumities. In the event that director,
officer or employee of the Corporation who is also a director, officer or employes
of Rocbe acquires knowledge of a potential transaction or matter that may be a
corporate opportunity for the Corporation and Roche (whether such potential
transaction or matter is proposed by a third-party or is conceivad of by such
director, ofticer or employee of the Corporation), such director, officer or
employee shall be entitled to offer such corporate opportunity to the Corporation”
orRacheasmhdimmr,oiﬁworemployecdeemappmpﬁmnnderthe
circumstanoes in his sole discretion, and no such director, officer or employes
shall be lisble to the Corporation or its stockholdets for breach of any fiduciary
duty or duty of loyalty or failure (0 act in (or not opposed to) the best interests of
the Corporation or the derivation of any improper personal benefit by reason of
thefaathat(l)suchd&tcﬁor.oﬁicerormplomoﬁ’mdmchmm
opportunity to Roche (rather than the Corporation) or did not communicate
information regarding such corporate opportunity to the Corporation or (i) Roche
pursues or acquires such corporate opportunity for itself or directs such corporate
opportunity to another person or does not communicate information regarding
such corporate opportunity to the Corporation.




SECTION 8.04. Desmed Consent of Stockholders. Any peson of entity
purchasing or otherwise acquiring any interest in any shares of capital stock of the
Corporation shall be deemed to have notice of and to bave conseated to the
provisions of this Article 8.

SECTION:8.05. Definltions, For purposes of this Article § and Article 9
osly, (i) the term “Corporation™ shall mean the Corporation and all corporations,
partnerships, joint ventures, associations and other extitles in which the
Corporation beneficially owns (directly or Indirectly) fifty percent 6r more of the
outstanding voting stock, voting power or similar voting interests, and (if) the
term “Roche” shall mean Roche Holdings, Inc. and all corporations, partnerships,
Joint ventures, associations and other entities (other than the Corporation, defined
inaccordance with clause (f) of this Section 8.05) that are “affilintes”™ (as defined
in Rule 12b-2 under the Securitics Exchange Act of 1934, as amended) of Roche
Holdings, Tne.

SECTION 8.06. Termilnatlon: Binding Effict. Notwithstanding anything in
this Certificate of Incorporation to the contrary, the foregoing provisions of this
Article 8 shall expire on the date that Roche ceascs to own beneficially Common
Stock representing at least $% of the number of outstanding shares of Common
Stock of the Corporation and no person who is a director or officer of the
Corporation is also a director or officer of Roche. Neithor such expiration, nor the
alteration, amendment, change or repeal of any provision of this Article 8 nor the
adoption of any provision of this Amended and Restated Certficate of
Incorporation inconsistent with any provision of this Article 8 shall eliminate or

fizce the effect of this Article 8 in respect of any. mafter occurring, or any cause
of action, suit or claim that, but for this Article 8, would accrue or arise, prior to
such expiration, alteration, amendment, repeal or adoption.

SECTION 8.07. Article 9. The provisions of this Article 8 are in addition to
the provisions of Article 9, :

ARTICLEY .

SEeCTIoN 9,01, Contracts Not Void, No contract, agrecment, arrangement
or transaction (or any anendment, modification or tenuination theseof) between
the Cbmo:ationmdkocheshanbe void or voidable solely for the reasou that
Roche is a party therets, or solely because any divectors or officers of the

Corpomﬁm%omaﬂiﬁmdwithkodwmwwatorpmkipminﬂm




meeting of the Baard of Directors or commitiee thereof which authorizes the
contract, agreement, arrangement, ransaction, amendment, modification or
termination or solely bocsuse his or their votes are counted for such purpose, but
any such contract, agreement, arrangement or transaction (or any amendment,
modification or termination thereof) shall be governed by the provisions of this
Amended and Restated Centificate of Incorporation, the Corporation’s Bylaws,
Delaware Law and other applicable law. For putposes of this Article 9, the tarms
the “Corporation” and “Roche™ have the mesnings set forth In Section 8.05.

SecTion 9.02. Quorum. Directors of the Corporation who are also
dircetors or officers of Roche may be counted in determining the presence of a
quorum at a meeting of the Board of Directors or of a committee that authotizes
or approves any such contract, agreement, arrangement or transaction {or
amendment, modification or termination thereof). Outstanding shares of Common -
Stock owned by Roche may be coumted in determining the presence of a quorum
at a meeting of stockholders that authorizes or approves any such contract,
agreement, arrangement or transaction (or amendment, modification or
termination thercof),

SECTION 9.03. No Liability For Good Faith Actions, Neithes Roche nor
any offlcer or director thereof shall be liable to the Corporation or its stockhokders
for breach of any Bduciary duty or duty of loyalty or failure to act In {or not
opposed (o) the best interests of the Corporation ar the derivation of any improper
personal benefit by reason of the fact that Roche ot an officer of divector thersof
in good faith takes any action or exercises any rights or gives or withholds any
consent in connootion with any egreement or contract betwoen Roche and the
Corporation. No vote cast or other action taken by any person who is an officer,
director or other represemative of Roche, which vote is cast or action is taken by
such person’in his capacity as a director of this Corporation, shall constitate an
actlon ofo:ﬁ:ca:erciseofa-righ:by or a consent of Roche for the purposs of any
such agreemient or contract. '

SECTION 9.04. Deemed Consent by Stockholders. Any person or ertity
purchasing or otherwise acquiring any interest in any shares of capital stock of the
Corporation shall be desmed to have notice of and to have conseated to the
Pprovisions of this Article 9.

SECTION 9.05. Coniracts Covered, For purposes of this Articls 9, any
wumnsmemmmnmnmmmmﬁmwithﬂucwoummy
corporation, partnership, joint venture, associstion or other crtity in whichthe
Corporation beneficially owns (directly or indirectly) fifty percent or more of the
outstanding voting stock, voting power or similar voling interests shall be deemed
to be a contract, agreement, arrengemnent or transaction with the Corporation.




(

SECTION 9.06. Binding Effect. Neither the alteration, amendment, change
or repeal of any provision of this Article 9 nor the adoption of any provision
Inconsistent with any provision of this Article 9 shall eliminate or reduce the
effect of this Article 9 in respect of any maiter ocowring, or any cause of uction,
suit o claim that, but for this Article 9, would accrue or arise, prior to such
alteration, amendment, change, repeal or adoption.

SECTION 9.07. Article 8, The provisions of this Article 9 arc in addition to
the provisions of Article 8.

10




IN WITNESS WHEREOF, this Amended and Restated Certificare of
Incorporation, having been duly adopted in accordance with Sections 242 and 245
of the General Corporation Law of the Stats of Delaware and by the wrilten
consent of the sole stockholder of the Corporation in accordance with Section 228
of the Gencral Corporation Law of the State of Delaware, has besn executed this
22nd day of July, 1999.

By: (¢/ Stephen G, Juelsgasrd
Name: Stephen Q. Fuclsganrd 4
Tide: Senior Vice President,
General Coimsel and Secretary
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CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR
CERTIFICADO DE INCORPORACION
GENENTECH, INC.

Genentech, Inc (la “Corporacién”), una corporacion organizada y existente
bajo y por virtud de la Ley General de Corporacion del Estado de Delaware, porla
presente corrige el Certificado de Incorporacién, el fue presentado originalmente el
23 de diciembre de 1986, bajo el nombre “Genentech Delaware, Inc.”, y corregido
subsiguientemente.

Por la presente se vuelve a redactar el certificado de incorporacion de Ia
Corporacion y se corrige aun méas para que diga en su totalidad lo.que sigue:

ARTICULO 1
El nombre de la Corporacién es: Genentech, Inc.
ARTICULO 2

La direccién de la oficina registrada de la Corporacién en el Estado de
Delaware es Corporation Service Company, 1013 Centre Road, Ciudad de
Wilmington, Condado de New castle, Delaware 19805, Ef nombre de su agente
registrado en tal direccién es Corporation Service Company.

ARTICULO 3

El propésito de a Corporacién es el de participar en cualquier acto o
actividad legal para las cuales las corporaciones pueden ser organizadas bajo la
Ley General de Corporacion del Estado de Delaware como existe o puede se
modificada la misma en adelante (“Delaware Law™).

ARTICULO 4

SECCION 4.01. Acciones de Capital. (a) Ia Corporacién estd autorizada a
emitir dos clases: de -acciones que deben designarse, respectivamente, acciones
preferenciales: y acciones comunes. El nimero total de acciones que la
Corporacion esta autorizada a emitir es de cuatrocientos millones (400,000,000)
de acciones. Cien millones {100,000,000) de acciones serén designadas acciones




) hreférenciales, por un valor de $0.02 por accién (“Accibn Preferenclal”).
Trecientos millones (300,000,000) de acciones serdn designadas acciones
comunes, por un valor de $0.02 por accién (“Aceién Coman”). La accién comin
de la Corporacién serd toda de una misma clase.

(b) El nimero de acciones autorizadas de cualquier clase o clases de
‘acciones puede incrementarse o disminuirse (pero no por debajo. del nimero del
nimero de acciones de las mismas que en su momento estan vigentes) por el voto
afirmativo de una mayoria con poder de votacién de las acciones vigentes de la
Corporacion con derecho a votar por la misma independiente de las
consideraciones de la Seccién 242(b)(2) de la Ley de Delaware.

SECCION 4.02. Accién Comdn. (a) Emisién y Consideracién. Cualquier
accion sin emitir o del tesoro del las Acciones Comunes puede emitirse para tal
consideracién como pueda fijarse de acuerdo con la ley aplicable cada cierto
tiempo por la Junta Directiva,

(b) Dividendos. Sujeto a los derechos de los accionistas de las Acciones
Preferenciales, los accionistas de Acciones Comunes deberan tener el derecho a
recibir, cuando y como se declare por la Junta Directiva, de los activos de Ia
Corporaci6n los cuales estan disponibles para ello por ley, dividendos pagables ya
sea en dinero, propiedad, o acciones y los accionistas de la Accién Preferencial no
tendran derecho a participar en tales dividendos (a menos que la Junta Directiva
determine lo contrario en cualquier resolucién que condiciona la emisién de una
serie de Acciones Preferenciales).

SECCION 4.03. Accién Preferencial

(a) Series y Limites de Variaciones entre Series. Cualquier accién no
emitida o del tesoro de las Acciones Preferenciales puede emitirse cada cierto
tiempo en una o mas series para tal consideracion como pueda ser fijada cada
cierto tiempo por la Junta Directiva. Antes ds que se emita cualquier accidn de las
Acciones Preferenciales de cualquier serie particular, se deberi presentar un
certificado ante el Secretario de Estado de Delaware estableciendo las
designaciones, derechos, privilegios; restricciones, y condiciones que irdn -anexas
a las Acciones Preferenciales de tal sefie y tales otras cuestiones como puedan
requerirse, y la Junta Directiva debera fijar y determinar, y por la presente esta
expresamente autorizada para fijar y determinar, en la forma provista por la ley, los




' pa‘rﬁb‘ulalﬁes de las acciones de tal serie (siempre y cuando no sean inconsistentes
coh las condiciones de este Articulo 4 aplicables a todas las series de Acciones
Preferenciales), incluyendo, pero sin limitarse a, las siguientes:

() la designacion distintiva de tal serie y el nimero de las
acciones que han de constituir tal serie, numero que puede incrementarse
(excepto cuando lo determine de otro modo la Junta Directiva al crear tal
serie) o reducida {pero no por debajo del nimero de acciones de las
mismas que estan vigentes) cada cierto tiempo por una accién semejante
de la Junta Directiva;

(i)  la tasa anual de dividendos a pagar sobre las acciones de tal
serie, las condiciones sobre las cuales se pagaran tales dividendos y le
fecha a partir de la cual los dividendos seran acumulativos en el evento que
la.Junta Directiva determine que los dividendos seran acumulativos;

(i) si la serie tendra o no derechos de voto, ademss de ios

derechos de voto provistos por la ley, y de ser asi, los términos de tales
derechos de voto:

(v} si tal serie tendr4 o no privilegios de conversion y, de ser asi,
los- términos y condiciones de tal conversién, incluyendo, pero sin estar
limitado &, la condicion para ajuste de la tasa de conversion en tales
eventos y de tal forma como la Junta Directiva lo determine;

{v)  silas acciones de tal serie seran o no redimibles y, de ser asi,
los terminos y condiciones de tal redencion, incluyendo la fecha o fechas en
las cuales o después de las cuales pueden ser redimibles, y la cantidad a
pagar por accion en caso de redencion, cantidad que variara bajo diferentes
condiciones y en diferentes fechas de redencion;

(Vi)  sital serie tendra o no un fondo de inversién para la redencion
© compra de acciones de-esa serie y, de ser asi, los términos y la cantidad
de tal fondo de inversion;

(vi) los derechos de las acciones de tal serien caso de una
liquidacion, disolucién o cierre voluntaria o involuntaria de la Corporacién, y




" los derechos relativos de prioridad, de haber, de pago de acciones de esa
setie} y

(vii) cualquier ofro derecho relativo, preferencia y limitacién de tal
serie.

ARTICULO 5

SECCION 5.01. Enmiendas a Jos estatutos por los Directores. (a) En
adicion y no limitando los podereés conferidos por estatutos, la Junta Directiva esta -
expresamente autorizada para hacer, alterar, enmendar, rechazar y rescindir los
estatutos de la Corporacion, sujetos a las secciones 5.01(b) v 5.01(c) a
continuacion.

(b) Las secciones 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.04, 3.05, 3.14 y 5.06 de los
estatutos solo pueden alterarse, enmendarse, repelerse, o rescindirse por el voto
afirmativo de los accionistas de capital con derecho a votar las mismas que
representen mas del 60% de las acciones con derecho a votar las mismas.

() Las secciones 3.03(c) y 3.15 de los estatutos solo pueden ser alteradas,
enmendadas, repelidas, o rescindidas por le voto afirmativo de los accionistas de
capital con derecho a votar las mismas que representen méas del 90% de las
acciones con derecho a votar las mismas.

[2]

SECCION 5.02. Enmienda del Certificado de Incorporacién. La seccién
5.01 (b) de este Certificado de Incorparacion solo puede ser alterada, enmendada,
repelida, o rescindida por el voto afirmativo de los accionistas de capital con
derecho a voto sobre la misma que representen a mas del 60% de Jas acciones
con derecho a votar la misma, La seccion 5.01(c) y los Articulos 8 y 9 de este
Certificado de Incorporacién solo pueden alterarse, enmendarse, repelerse, o
rescindirse por el voto afirmativo de los accionistas de capital con derecho a votar
la misma que representen mas del 80% de las acciones con derecho a votar la
misma.

ARTICULO 6

SECCION 6.01. Eleccion del Directorio por los Accionistas de Accion
Preferencial. Durante cualquier periodo cuando los accionistas de cualquier




accion preferencial cualquiera de una o mas series de las mismas, que voten
como una clase, tengan derecho a elegir un nGmero especifico de directores, por
razén a atrasos en los dividendos u otras condiciones que les dan el derecho a
hacerlo, entonces y durante el tiempo que continte el derecho (i) el namero de
directores autorizado de otro modo serd incrementado por tal nimero de difectores
especificado, y los accionistas de tales Acciones Preferenciales o tales series de
las mismas, que votan como una clase, fendrén derecho a elegir los directores
adicionales para lo que se provee, de acuerdo con las condiciones de tales
Acciones Preferenciales o series; (ij) cada uno de tales‘directores adicionales
servira durante tal termino, y tendra tales poderes de voto, como se han de otorgar
en las provisiones pertinentes a tales Acciones Preferenciales o seties; y (iii)
siempre que los accionistas de cualquiera de tales Acciones Preferenciales o
series de las mismas estdn desprovistos de tales derechos a elegir un ntimero
especifico de directores, votando como clase, de acuerdo con las condiciones de
tales Acciones preferenciales o series, los términos de oficio de todos los
directores elegidos por los accionistas de tales Acciones preferenciales o series,
que votan ‘como clase, de acuerdo con las condiciones o elegidos para llenar
cualquier vacante: resultante de la muerte, renuncia o remocién de directores asf
elegidos por los accionistas de tales Acciones Preferenciales o series, terminaran
en adelante y el niumero autorizado de directores sera reducido en concordancia.

SECCION 6.02, Votaciones. Las elecciones de directores en una reunién
anual o especial de accionistas necesaria no seran por votos escritos a menos que
los estatutos de la Corporacién digan lo contrario.

SECCION 6.03; Eliminacién de cierta responsabilidad personal de los
directores. {a) Un director de la Comporacién no sera responsable arite la
Corporacién o sus- accionistas por dafios monetarios por violacién del deber
fiduciario como director hasta donde lo permita la Ley de Delaware.

(b) Cada persona (y sus herederos, ejecutores o administradores de tal
persona) quien fue 0 es una parte o esta amenazado de ser parte de, o esta
involucrado en. cualquier accién, demanda o proceso amenazado, pendiente, o
completado, ya sea civil, criminal, administrativo o investigativo, por razén del
hecho de que esa persona es o fue un director de la Corporacién o es o estaba
sirviendo por solicitud de la Corporacion como un director de otra corporacién,
sociedad, sociedad de riesgo compartido, fideicomiso u otra empresa, sera
indemnizado y completamente protegido por la Corporacion hasta donde lo




" permita la Ley de Delaware. El derecho a la indemnizacién concedido en esta
seccion 6.03 también debe incluir el derecho a que Ia Corporacion le pague los
gastos. incurridos en conexion cuna cualquiera de tales procesos por adelantado
de su decisién final hasta donde los autoriza la Ley de Delaware, El derecho a
indemnizacion conferido en esta seccién 6.03 sera un derecho contractual,

(c) La Corporacién puede, por accién de su Junta Directiva, proporcionar
indemnizaci6n a tales funcionarios, empleados y agentes de la Corporacién hasta
tal purito y a tal efecto como lo determine apropiado la Junta Directiva y lo autorice
la Ley de Delaware,

(d) La Corporacion tendra el poder de comprar y mantener un seguro a
nombre de cualquier persona quien es o fue director, funcionario, empleado o
agente de la corporacion, o esta o estuvo en servicio por pedido de la Corporacién
como director, funcionario, empleado o agente de otra corporacién, sociedad,
sociedad de riesgo compartido, fideicomiso u otra empresa contra cualquier gasto,
responsabilidad o pérdida incurrida por tal persona en cualquier capacidad o0 que
surge de su estado como tal, ya sea si la Corporacién tiene o no el poder de
indemnizarlo contra tal responsabilidad bajo la ley de Delaware.

(e) Los derechos y autoridad conferidos en esta Seccién 6.03 no seran
exclusivos de ningan otro derecho el cual cualquier otra persona pueda tener o
adquirir de aquj en adelante.

(f) Ni la alteracion, enmienda, rechazo o rescisién de esta Seccién 6.03, ni
la adopcién de ninguna condicion de este Certificado de Incorporacién o de los
Estatutos de la Comoracién, ni, hasta donde lo permite la Ley de- Delaware,
ninguna modificacién de la ley, debe eliminar o reducir e efecto de esta Seccién
6.03 respecto a ninguno de los actos u omisiones que ocurran antes de tal
alteracion, enmienda, rechazo, rescisién, adopcién o modificacién.

ARTICULO 7

SECCION 7.01, Seccién 203 de Ia Ley de Delaware. Por la presente la
Corporacion elige no ser gobernada por la Seccion 203 de la Ley de Delaware.




ARTICULO 8

SECCION 8.01. Relacién con Roche. Anticipandose a que la Corporacién
cese de ser un subsidiaria completamente de propiedad de Roche Holdings, Inc.,
pero que Roche: (como se define en la seccién 8.05) permanezca siendo un
accionista de la Corporacién, y. anticipandose a que la Corporacién (como se
define en la Seccién 8.05) y Roche puede entrar en actividades o lineas de
negocios semejantes o similares y tener un interés en las mismas areds de
oportunidades corporativas, y en reconocimiento de (i) los beneficios a ser
derivados por la Corporacién a través de sus relaciones contractuales,
corporativas y de negocios con Roche (incluyendo el servicio de funcionarios y
directores ‘de Roche como directores de la Corporacion) y (i) las dificultades
concomitantes a cualquier director, quien desea y se propone satisfacer
completamente tales deberes fiduciarios del director, al determinar el alcance
completo de tales deberes en cualquier situacion particular, las condiciones de
este articulos 8-se establecen para regular, definir Y guiar la conducta de ciertas
cuestiones de la Corporacién ya que pueden involucrar a Roche y sus funcionaros
y directores, y los poderes, derechos, deberes y responsabilidades de la
Corporacion y sus funcionarios, directores y accionistas en conexién con éste.

SECCION 8.02. Actividades en Negocios Similares. Excepto que Roche
Holdings, Inc. pueda de otra forma acordarlo por escrito,

(a) Roche no tendra el deber de abstenerse de entrar directamente o
indirectamente en actividades de negocios o lineas de negocios semejantes o
similares a las de la Corporacion, y

(b) ni Roche ni ninguno de sus funcionarios o director de la misma serd
responsable a la Corporacién o sus accionistas por violar cualquier deber fiduciario
por razén de alguna dé tales actividades de Roche o de la participacion -de tal
persona en las mismas.

En el evento que Roche adquiera conocimientos de una transaccién o
materia potencial que pueda ser una oportunidad corporativa tanto para Roche
como para la Corporacion, Roche no tendra el deber de comunicar u ofrecer tal
oportunidad corporativa a la Corporacién y no -sera responsable ante la
Corporacién o sus accionistas por violar ningun deber fiduciario como accionista
de la Corporacion o la persona que controla a un accionista por razén del hacho




" que Roche prosigue o adquiere tal oportunidad corporativa para si misma, dirige
tal oportunidad corporativa a otra persona o entidad, o no comunica informacién
respecto, u ofrece, tal oportunidad corporativa a la Corporacidn,

SECCION 8.03. Oportunidades Corporativas. En el evento que un director,
funcionario o empleado de la Corporacion quien también es director, funcionario o
empleado de Roche adquiera conocimiento de una transaccion o materia potencial
que pueda ser una oportunidad corporativa.para la Corporacion y:Roche (ya se si
esta transaccion o materia potencial es propuesta por un tercero o es concebida
por tal director, funcionario o empleado de la Corporacién o no), tal director,
funcionario 6 empleado debe tener el derecho a ofrecer tal oportunidad corporativa
a la Corporacién o Roche como tal director, funcionario o empleado los considere
apropiado bajo las circunstancias de su discrecion, y tal director, funcionario o
empleado no sera responsable a la Corporacién o sus accionistas por violar
ningan deber fiduciario o deber de lealtad o faltar en. actuar en (o no oponerse a)
los mejores intereses de la Corporacién o la derivacién de ningn beneficio
personal inapropiado. por razén del hecho que (i) tal director, funcionario o
empleado ofrecié tal oportunidad corporativa a Roche {en lugar de a la
Corporacién) o no comunicd informacién respecto a tal oportunidad corporativa a
la Corporacion o (i) Roche busca o adquiere tal oportunidad corporativa para si
misma o dirige tal oportunidad corporativa a otra persona o noe comunica
informacion respecto a tal oportunidad corporativa a la Corporacion.

SECCION 8.04. Consentimiento estimado de los accionistas, Se
considerard que cualquier persona o entidad que compre o de otro modo adquiera
algan interés en cualquiera de las acciones de capital de la Corporacién ha tenido
noticia o ha estado de acuerdo con las condiciones de este Articulo 8.

SECCION 8.05, Definiciones. Para propositos de este Articulo 8 y el
Articulo 9 solamente, (i) el término “Corporacion” debe significar la Corporacién y
todas las corporaciones, sociedades, sociedades de riesgo compartido y otras
entidades en las cuales la Corporacion posee con beneficio (directa o
indirectamente) cincuenta por ciento o mas de las acciones con voto, poder de
voto o intereses de voto similares, y (ii) el término “Roche” debe significar Roche
Holdings, Inc y todas las corporaciones, sociedades, sociedades de riesgo
compartido, asociaciones y otras entidades (diferentes. a la Corporacién, definida
de acuerdo con la cldusula (i) de esta seccion 8.05) que son “afiliados” (como se




" define en Ia Regla 12b-2 bajo el Acta de Intercambio de Valores de 1934, como
se enmend6) de Roche Holdings, Inc.

SECCION 8,08, Finalizacion: Efecto Obligante. Son consideracion con
nada en este Certificado de Incorporacién que lo contradiga, las condiciones
anteriores de este Articulo- 8 deberan expirar en la fecha que Roche cese de
poseer con beneficios Acciones Comunes que representen al riienos 5% del
numero dé acciones vigentes de las-Acciones Comunes de la Corporacion y nadie
que se director o funcionario de la- Corporacién sea también director o funcionario
de Roche. Ni tal vencimiento, ni [a alteracién, enmienda, cambio o rechazo de
alguna de las condiciones de. este Articulo 8 asi como tampoco ninguna condicién
de este Certificado de Incorporacién Enmendado y Vuelto a Redactar
inconsistente con alguna de las condiciones de este Articulo 8 eliminara o reducira
el efecto de este Articulo 8 respecto a cualquier materia, o cualquier causa de
accion, demanda o reclamo: que, excepto por este Articulo 8, pueda acaecer o
surgir, antes de tal vencimiento, alteracién, enmienda o-adopcion.

SECCION 8.07. Articulo. 9. Las condiciones de este Articulo son
adicionales a las condiciones del Articulo 9.

ARTICULO 9

SECCION 9.01. Contratos no nulos. Ningun contrato, acuerdo, arreglo o
transaccion (o cualquier enmienda, modificacion o finalizacidn de los mismos)
entre la Corporacién y Roche sera nulo u anulable solamente por razén de que
Roche es parte del mismo, o solamente porque cualquiera de los directores o
funcionarios de la Corporaci6n quienes estan afiliados a Roche estén presentes en
o participan en la reunién de la Junta Directiva o comité de la misma que autoriza
el contrato, acuerdo, arreglo, transaccion; enmienda, modificacién o finalizacion o
solamente porque su o sus votos se cuentan para tal propésito, pero cualquiera de
tal contrato, acuerdo, arreglo o Itransaccién. ( 0 cualquier enmienda, modificacion o
finalizacion del mismo) estara gobernado por las condiciones de este Cerificado de
Incorporacién Enmendado y vuelto a Redactar, los Estatutos de |a Corporacién, la
Ley de Delaware y otras leyes aplicables. Para propésitos-de este Articulo 9, los
términos “Corporacién™ y “Roche’ tienen los significados establecidos en la
Seccion 8.05.

~
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SECCION 9.02."' Quéfum. Los Directores de la Corporacién que son
también directores o funcionarios de Roche pueden contarse al determinar la
presencia de un quérum en una reunién de la Jiinta Directiva o de un comité que
autoriza o aprueba cualquiera de tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccion (o
cualquier enmienda, modificacién o finalizacién del mismo). Las acciones vigentes
de las Acciones Comunes de propiedad de Roche pueden contarse al determinar
la presencia de un quérum en una reunién de accionistas gue autorice o apruebe
tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccién. (o cualquier enmienda, modificacién o
finalizacién del mismo).

SECCION 9.03. No responsabilidad por acciones de buena fe. Ni Roche ni
ningun funcionario o director de la misma ser4 responsable ante la Corporacién o
sus accionistas por violar cualquiera de los deberes fiduciarios ‘0 deberes de
lealtad o por fallar en actuar en (o no oponerse a) los mejores intereses de la
Corporacidn o por derivacién de cualquier beneficio personal por razén del hecho
que Roche o un funcionario o director de la misma de buena fe tome cualquier
accién o ejerza cualquier derecho o de o retenga cualquier consentimiento en
conexion con cualquier acuerdo o contrato entre Roche y la Corporacién. Ningtn
voto dado u ofra accién tomada por cualquier persona que es un funcionario,
director o representante de Roche, donde el voto o accién es tomado por tal
persona en su capacidad como director de esta Corporacion, constituird una
accion de o el ejercicio de un derecho o un consentimiento de Roche para los
propdsitos de cualquiera de tal acuerdo o contrato.

SECCION 9.04.  Consentimiento estimado de los accionistas. Se ‘
considerara que cualquier persona o entidad que compre o de otro modo adquiera
algun interés en cualquiera de las acciones de capital de la Corporacién ha tenido
noticia o ha estado de acuerdo con las condiciones de este Articulo 9.

SECCION 9.05. Contratos cubiertos. Para propésitos de este Articulo 9,
cualquier contrato, acuerdo, arreglo o transaccién con la Corporacién o cualquier
corporacion, sociedad, sociedad de riesgo conjunto, asociacién u otra entidad en
la cual la Corporacion posee con. beneficio (directa o indirectamente) el cincuenta
por ciento o mas de las acciones con voto, poderes de voto o intereses de voto

similares vigentes se considerard un contrato, acuerdo o transaccién con la
Corporacién.




* SECCION 9.06. Efecto’ obligante. Ni la alteracion, enmienda, cambio o
rechazo de alguna de las condiciones de este Articulo 9 ni la adopcion de alguna
condicion inconsistente con cualquier condicién de este Articulo 9 eliminara o
reducira el efecto de este Articulo 9 respecto a cualquier materia que ocurra, o
cualquier causa de accion, demanda o reclamo que; a no ser por este Articulo 9,
pueda acaecer o surgir, antes de tal alteracién, enmienda, cambio, rechazo o
adopcién.

SECCION 9.07. Articulo 8. Las condiciones de este Articulo 9 son
adicionales 4 las ¢ondiciones del Articulo 8.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, este Certificado de Incorporacion
Enmendado y vuelto a Redactar, el cual ha sido adoptado de acuerdo con las
secciones 242 y 245 de la Ley General de Corporacion del Estado de Delaware y
por consentimiento escrito de el Unico accionista de la Comoracion de acuerdo
con la seccién 228 de Ley General de Corporacién del Estado de Delaware, ha
sido ejecutado este 22 de Julio de 1999,

GENENTECH, INC.
Por: fs/ Stephen G. Juelsgaard
Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Titulo: Vicepresidente

Consejo General y Secretarla




Apuostille

{Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Sacretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Sacratary of State

@ertified

at Dover, Delaware

the twenty-fourth day of May, A.D, 2005

by Secretary of State, Delaware Department of State
No. 0254031

Seal/Stamp: 10. Signature:

St Inith Wonsaws

Secretary of State
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The “First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED
IN THIS OFFICE ON THE FIFTEENTH DAY OF MAY, A.D. 2000, AT 5
O'CLOCK P.M.

Farnit it oo
Harriet Smith Windsor, Secretary of State
AUTHENTICATION: 3900385

2112549
050426506

DATE: 05-24-05




STATE OF DRLANARE
SECRETARY OF STAIE
DIVISION OF CORDORATIONS
. FILED 05:00 PM 05/15/2000
L 001245251 ~ 2112549
CERTIFICATE OF AMENDMENT
OF AMENDED AND RESTATED
CERTIRICATE OF INCORPORATION

Genentech, Inc. a corporation organized. and existing under and by virtue of the General
Corporation Law of the State of Delaware,

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Directors of ‘Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted setting forth & proposed amendment of the Amended and Restated Certificate of
Incorporation of said corporation, declaring said amendment to be advisable and calling a
meeting of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The tesolution setting
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corporation be
amended by changing “Section 4.01(a)" of the Article thereof numbered “4” so that, as amended,
said Section of said Article shall be and read as follows:

“Section 4.01. Capital Stock. (s) The Corporation is authorized to issue
two classes of stack to be designated, respectively, preferred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized to issue is
seven hundred million (700,000,000) shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par valus $0.02 per share (“Préferred
Stock™). Six hundred million (600,000,000) shares shall. be designated common
stock, par value $0.02 per share (“Common Stock™. The Common Stock of the
Corporation shall be all of one clags,”

SECOND: That thereafter, pursuant to resolution of its Board of Directors, the regular meeting
of the stockholders of said ‘corporation was duly catled and held upon notice in accordance with
Section 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which meeting the
necessary number of shares as required by statute wete voted in favor of the amendment.

THIRD: That said amendment was duly adopled in accordance with the provisions of Section
242 of the General Corporation Law of the State of Delaware.

FOURTH: ‘That the capital of said corporation shall not be reduced under or by reason of said
amendment,

IN WITNESS WHEREOF, said Genentech, Inc. hus cuused this Certificate of Amendment to be
signed by Stephen G. Juelsgaard, an Authorized Officer, this 15th day of May, 2000.

‘GENENTECH, INC.
iy )0, N elang i)
Name: Stephen G. Juelsgaard

Title: Senior Vice President, General Counsel
and Scerctary

15841
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TRADUCCION AL ESPAROL del Certificado de Incorporacion de Genentech, Inc.

APOSTILLA
(Gonvencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento piiblico
ha sido firmado por Harriet Smith Windsor
actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware
lleva el sello/timbre de la Oficina del Secretario de Estado

Certificado

en Dover, Delaware

el veinticuatro de mayo, A. D. 2005

por el Secretario de Estado, Departamento de Estado-de Delaware
No. 0254031

Selloftimbre 10. Firma

O N O ;

Harriet Smith Windsor (Firma)
Secretaria de Estado




DELAWARE
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH. WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO VUELTO A
REDACTAR DE “GENENTECH, INC", PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL
DECIMOQUINTO DIA DE MAYO; A. D. 2000, A LAS 5 EN PUNTO DE LA TARDE.

Harriet Smith Windsor (Firma)
Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado
AUTENTICACION: 3900385

FECHA: 05-24-06




CERTIFICADO DE ENMIENDA DEL
CERTIFICADO:-DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, Inc. una corporacion organizada y existente bajo y por virtud de la Ley
Géneral de Corporacion del ,Es‘tado de Delaware.

CERTIFICA POR LA PRESENTE:;

PRIMERO: Que en una feunion de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente resoluciones que establecen una enmienda propuesta del
certificado de Incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de dicha corporacion,
declarando dicha enmienda como aconsejable y llamando a una reunion de
accionistas de dicha corporacién para consideracién de la misma. La resolucion
establece la enmienda propuesta de la siguiente manera;

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de
esta corporacion se enmiende cambiando “la Seccién 4.01(a)" del Articulo alli
numérado “4" tal que; como se enmienda, dicha Seccién de dicho Articulo se lea
de la siguiente manera:

SECCION 4.01. Acciones de Capital. (a) la Corporacién esta
autorizada a eritir dos ‘clases de acciones que deben designarse,
respectivamente, acciones preferenciales y accionies comunes. El
namero total de acciones que la Corporacién esta autorizada a emitir
es de setecientos millones. (700,000,000) de acciones. Cien millones
(100,000,000) de acciones seran designadas acciones
preferenciales, por un valor de $0.02 por accién (‘Accion
Preferencial”). Seiscientos millones (600,000,000) de acciones
seran designadas ‘acciones comunes, por un valor de $0.02 por
accién (*Accién Comiin®). La accién comin de la Corporacién sera
toda de una misma clase.

SEGUNDO: Que por o tanto, de acuerdo con la resolucion de su Junta Directiva,
la reunién ordinaria de accionistas de dicha corporacion se convocéd debidamente
y se sostuvo al ser anunciada de acuerdo con la seccion 222 de la Ley General de
Corporacion del Estado de Delaware, en donde el nimero necesario de acciones
requerido por los estatutos votaron a favor de la enmienda.




TERCEROQ: Que dicha enmienda se adoptd debidamente de acuerdo con Io

previsto en la Seccibn 242 de la Ley General de Corporacién del Estado de
Delaware,

CUARTO: Que el capital de dicha corporacién no serd reducido bajo o por razén
de dicha enmienda

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, inc. ha causado este
Certificado de Enmienda para que sea firmado por Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionario Autorizado, este 15 de Mayo de 2000.

GENENTECH, INC.

Por: (Firma)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Vicepresidente, Consejo
y Secretarfa General.
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(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)‘

~Country: United States of America

-

This public document :
has been signed by Harriat Smith Windsor

" acting in tha capacity of Secretary of State of Delaware

bears thg seal/stamp of Office of Secretary of State

Lertifiod

at Dover, Dalaware

the twenty-fourth day of May, A.D: 2005

by Sécretary of State, Delaware Department of State
No. 0254033

Seal/Stamp: 10. Ssignature:

St dois

Becretary of State
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PAGE 1

The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT

COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH , INC.", FILED

IN THIS OFFICE ON THE SIXTEENTH DAY OF APRIL, A.D. 2004, AT 7:39

" O'CLOCK p.M.

2112549

Harriet Smith Windsor, Secretary of State
AUTHENTICATION: 3900387

050426506 DATE: 05-24-05




State of Delaware
(T Secratary of State
4 Division of Corporations
. . Delivered 07:44 PM 04/16/2004
) ... FILED 07:39 PM 04/16/2004
CERTIFICATE OF THIRD AMENDMENISRV. 040281669 - 2112549 FILE
OF AMENDED AND RESTATED '
CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genemtech, Inc., & corporation organized and existing under and by virtve of the General
Corporation Law-of the State of Delaware,
.

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at i meeting of the Board of Directors of Genentech; Inc. resolutions were duly

adopted setting forth a proposed amendment of the Amended and Restated Certificate of
Incorporation, of said corpofation, declaring said amendment to be advisable and calling a
‘meetinig of the stockholdars of suid corporation for consideration thereof. The regolution setting
forth the propased atmendmentis as follows:

RESOLVED; that the Amended and Restated Certificate of Incarporation of this corporation be
amended by changing “Section 4.01(2)” of the Article thereof numnbered 4" so that, as amended,
sald Section of said Article shall be and read as follows: :

Seation 4.01, Capital Stock. () The Corporativn is authorized to issue two olasses of stock to be
designsted, respectively, prefesred stack and comimon &tock. The total number of shares which the
Corporalion.is autharized to 1ésuc is three billion.one hundred million (3,100,000,000) shares. One hundred

miilion (16¢,000,000) sharcs shall be designator prefoarred stock, par value $0.02 per share ("Preferrad
Stock”). Thee biltion (3,000,000,000) shares siail be'desigrated conunon stock, par value $0.02 per share
("Commou\Stock"). ‘The common stock of the Corporation shall be alt of one class,

SECOND: That thereafter, pur§uant 1o tesolution of its Board of Directors, the regular meeting
of thic stockhoiders of sid corporation was duly called and held upot notice in accordarice with
Section 222 of the General Corporation Law of fhe State of Delaware at which meeting the
necessary number of shares as réquired by statute were voted in favor of the amendment.

THIRD: Thut said amendment was duly -adopted in accordance with the provisions of Section
242 of the General Corporation Law of the State of Delaware.

FOURTH: That the capital of seid corporation shall not be reduced under or by reason of said
amendment.

IN WITNESS WHEREOF, said Genentech, Inc. has caused this Third Certificate of Amendment
to be signed by Stephen G. Juelsgaard, an Authorized Of ficer, this 16th day of April, 2004,

GENENTECH, INC,

o JSTE L

Nume: Stephen G. Juc.lsgnar(‘i_
Title:  Excoutive Vice Piesident, General Coungel
and Secretary

4153087

A
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" TRADUCCION AL ESPANOL del Certificado de Enmienda de Genentech, Inc.

©® N O o

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1 961)

1. Pals: Estados Unidos de América

Este'documento pablico

ha sido firmado por Harriet Smith Windsor
3. actuando en capacidad de Secretaria de Fstado de Delaware
4. lleva el sello/timbre de la Oficina del Secretario de Estado

.Certificado ' -

en Dover, Delaware

el veinticuatro de mayo, A, D. 2005

por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
No. 0254033

Selloftimbre 10. Firma

Harriet Smith Windsor {Firma)
Secretaria de Estado




DELAWARE
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO DE ENMIENDA DE
‘GENENTECH, INC”, PRESENTADO EN ESTA GFICINA EL DECIMOQEXTO DA
DE ABRIL A.D. 2004, A LAS 7:39 EN PUNTO DE LA TARDE.

Harriet Smith Windsor (Firma)
Harriet Smith Windaar Secrataria de Fetarin




'CERTIFICADO DE TERCERA ENMIENDA DEL
CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, Inc, una corporacion organizada y existente ba;o y por virtud de la Ley,
General de Corporacién del Estado de Delaware,

CERTIFICA POR LA PRESENTE: ,

v

PRIMERO Que en una reunién de la Junta Directiva de Genentech inc. se
adoptaron debidamente resoluciones que establecen una enmienda propuesta del
certificado de Incorporacién Corregido y vuelto & Redactar de dicha corporacién‘
declarando dicha enmienda como aconsejable y llamando a2 una reunién de

accuomstas de dicha corporacién para consideracion de la misma. La resolucién
establece la enmienda propuesta de Ia siguiente manera:

RESUELVE, que el Cetificado de Incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de
esta corporacion se enmiende cambiando ‘la Seccién 4.01(a)” del Articulo alli

numerado “4” tal que, como se enmienda, dlcha Seccnén de dIChO Articulo se lea
de la siguisnte manera:

SECCION 4.01. Acmones de Capital. (a) la Corporaci6n esti
autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designarse,
respectivamente, acciones preferenciales y acciones comunes, E}
numero total de acciones que la Corporaciéf -esta autorizada a emitir
es de tres mil cien mlllones (3,100,000,000) de accmnes Cien
millones (100, 000,000) de acciones . ser4n desngnadas acciones
preferenciales, por un valor de $0.02 por accion (Accwn
Preferencial). Tres mil millones (3,000,000 ,000) de acciones seran
deslgnadas acciones comunes, por un valor de $0.02 por accién

(*Accién Comin”). La accién comun de la Corporacion sera toda de
una misma clase,

SEGUNDO: Que por lo tanto, de acuerdo con 1a resolucion de su Junta Dtrectiva :
la reunién ordinaria de accionistas de dicha corporacxén $6 convoed debzdamente
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TERCERO: Que dicha enmienda se adopté debidamente de acuerdo con lo

previsto en la Seccién 242 de la Ley General de Corporacion del Estado de
Delaware.

CUARTO: Que el capital de dicha corporacion no sera reducido bajo O por razén
de dicha enmienda

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este

Certificado de Enifienda para que- sea firmado por Stephen G, Juelsgaard, un
Funcionario Autorizado, este 16.de Abril de 2004,

GENENTECH, INC.

~ Por: (Firma) .
Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Titulo: Vicepresidente, Consejo

y Se?retaria General,

\©
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I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED
IN THIS OFFICE ON THE TENTH DAY OF MAY, A.D. 2001, AT 2:05
O'CLOCK P.M.
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CERTI_FICATE OF AMENDMENT -
OF AMENDED AND RESTATED

CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genentech, Ine, a corporation organized and existing, under and by virue of the General
Corpotation Law of the State of Delaware. '

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Direciors of Genentech, Inc. resclurions were duly
adopted setting forth a proposed amendmeat of the Amended and Restared Cenificatc of
Incorporation of said corporation, decluring said amendment to bb advisable and calling a
meeting of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution setting
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, that the Amended and Reswted Certificate of incorporation of this corporation be
amended by changing “Section 4.01(a)"” of the Article thereof numbered 4" so that, as amended,
suid Section ot suict Article shall be and mad as follows: .

“Section 4.0). Capital Stoék. (ay The Corporation is authoriz2d 1o issue
two classes of stock to be designated, respectively, prefemred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized 10 issue is
one billion three huadred million {1,300,000,000) shares. One hundred miilion
(100,000,000) shares shall be designared preferred stock, par valus $0.02 per
share (“Preferred Stock™. One billion two hundred million (1,200,000,000)
shares shall be designated common stogk, par value $0.02 per share ("Common
Swek™). The Common Stock of the Corporarion shall be all of one class”

SECOND: That thereafter, pursuant to resolution of ity Bourd of Directors, the regular meeting
of the stockholders of said carporation was duly called and beld upon notice in accordance with
Section 222 of the General Corporation Law. of the State of Dejaware at which meeting the
Necessary number of shares as tequired by statute were voted in favor of the ameadment.

THIRD: That suid amendment was duly adopted in sccordance with the provisions of Section
242 of the General Corporarion Law of the State of Delaware.

FOURTH: That the cupital of did curparation shail not be reduced under or by reason of said
smendment '

IN WITNESS WHEREOF, said Genentech, Inc. has caused this Certificate of Amendmént 1 be
signed by Stephen G. Jueisgaard, an Authorized Officer, this 10th day of May, 2001.

GENENTECH, INC.

By: )&r&\@mmﬁ’%«k

Name: Stephen G, Juelsgaard
Title:  Senior Vice Presidenr, General Counsel
and Secrerary
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' TRADUCCION AL ESPARNOL del Certificado de Enmienda de Genentech, Inc.

APOSTILLA
{Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento ptiblico
ha sido firmado por Harriet Smith Windsor
actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware
lleva el sello/timbre de la Oficina del Secretario de Estado

‘Certificado
5. en Dover, Delaware
6. el veinticuatro de mayo, A. D. 2005
7. por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
B. No. 0254082
9.  Selloftimbre 10. Firma

Harriet Smith Windsor (Firma)
Secretaria de Estado




DELAWARE
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO DE ENMIENDA DE

“GENENTECH, INC’, PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL DECIMO DIA DE

MAYO, A. D. 2001, A LAS 2:05 EN PUNTO DE LA TARDE.

Harriet Smith Windsor (Firma)
Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado
AUTENTICACION: 3900386

FECHA: 05-~24-05
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CERTIFICADO DE TERCERA ENMIENDA DEL
CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, inc. una corporacion organizada y existente bajo y por virtud de la Ley
General de Corporaci6n del Estado de Delaware.

CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERO: Que en una reunién de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente resoluciones que establecen una enmienda propuesta del
certificado de: Incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de dicha corporacion,
declarando dicha enmienda como aconsejable y llamando. a una reunion de
accionistas de dicha corporacion para consideracion de la misma. La resolucién
establece la enmienda propuesta de la siguiente manera:

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacion Corregido y vuelto a Redactar de
esta corporacion se enmiende cambiando “la Seccién 4.01(a)” del Articulo alli
numerado “4” tal-que, como se enmienda, dicha Seccion de dicho Articulo se lea
de la siguiente manera:

SECCION 4.01. Acciones de Capital. (@) la Corporacién esta
autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designarse,
respectivamente, acciones preferenciales y acciones comunes. El
ndmero total de-acciones que la Corporacion esta autorizada a emitir
es de miil trescientos millones (1,300,000,000) de acciones. Cien
millones (100,000,000) de acciones seran designadas acciones
preferenciales, por un valor de $0.02 por accién (“Accién
Preferencial”). Mil doscientos millones (1,200,000,000) de acciones
seran designadas acciones comunes, por un valor de $0.02 por
accion (*Accién Comin®). La accién coman de la Corporacion sera
toda de una misma clase.

SEGUNDO: Que por lo tanto, de acuerdo con la resolucién de su Junta Directiva,
la reunion ordinaria de accionistas de dicha corporacion se convocd debidamente
y se sostuvo al ser-anunciada de acuerdo con la seccién 222 de la Ley General de
Corporacién del Estado de Delaware, en donde el nimero necesario de acciones
requerido por los estatutos votaron a favor de la enmienda.

(94



TERCERO: Que dicha enmienda se adopté debidamente de acuerdo con lo
previsto en la Seccién 242 de la Ley General de Corporacidn del Estado de
Delaware.

CUARTO: Que el capital de dicha corporacién no sera reducido bajo o por razén
de dicha enmienda

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este

Certificado de Enmienda para que sea firmado por Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionario Autorizado, este 10 de Mayo de 2001.

GENENTECH, INC.

Por: (Fima)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo; Vicepresidente, Consejo
y Secretarfa General.
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ANTAGONISTAS HUMANIZADOS ANTI-CMET

SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud es una solicitud no provisional, registrada bajo el 37 CFR
1.53(b)(l), que reivindica la prioridad bajo el 35 USC 119(e) de la solicitud
provisional nimero 60/598,991 presentada el 5 de agosto de 2004, cuyo contenido

se incorpora a la presente en su totalidad, por referencia.

CAMPO TECNICO

La presente invencién se relaciona en forma general con los campos de la
biologia molecular y la regulacién del factor de crecimiento. Méas especificamente,
la invencion se relaciona con moduladores de la via de sefalizacion del FCH/c-

met y usos de los citados moduladores.

ANTECEDENTES

El FCH (factor de crecimiento hepatocitico humano) es un factor pleotréfico
derivado del mesénquima con actividades mitogénicas, motogénicas y
morfogénicas en muchos tipos diferentes de células. Los efectos del FCH se
median a través de una tirosina cinasa especifica y con frecuencia se observa una
expresion c-met y el FCH aberrante y c-met en una variedad de tumores.
Consultar por ejemplo, Maulik y colaboradores, Cytokine & Growth Factor Reviews
(2002), 13:41-59; Danilkovitch-Miagkova & Zbar, J. Clin. Invest. (2002),
109(7):863-867. La regulacion de la via de sefalizacion FCH/c- Met se encuentra
implicada en la progresion de un tumor y la metastasis. Consultar por ejemplo,
Trusolino Comoglio, Nature Rev. (2002), 2:289-300).

El FCH fija el dominio extracelular del receptor Met de tirosina cinasa (RTC)
y regula diversos procesos bioldégicos como la dispersidn, proliferacion y
supervivencia de las células. La sefalizacion del FCH-Met es esencial para el
desarrollo embrionario normal, especialmente en la migracion de células
progenitoras de musculo y en el desarrollo del higado y del sistema nervioso
(Bladt y colaboradores, 1995; Hamanoue y colaboradores, 1996; Maina y
colaboradores, 1996; Schmidt y colaboradores, 1995; Uehara y colaboradores,
1995). Los fenotipos del desarrollo de ratones con inactivacién de los genes



especificos Met y FCH son muy similares y sugieren que el FCH es el ligando
cognado para el receptor Met (Schmidt y colaboradores, 1995; Uehara y
colaboradores, 1995). Igualmente, el FCH-Met juega un papel en la regeneracion
hepatica, en la angiogénesis y en la cicatrizacion de heridas (Bussolino y
colaboradores, 1992; Matsumoto y Nakamura, 1993; Nusrat y colaboradores,
1994). El receptor Met precursor sufre una segmentacién proteolitica en una
subunidad extracelular a y una extension de la subunidad de la membrana
unidas mediante enlaces de bisulfito (Tempest y colaboradores, 1988). La
subunidad B contiene el dominio citoplasmico cinasa y alberga un sitio de anclaje
de multiples substratos en el terminal C donde las proteinas adaptadoras se unen
e inician la sefializacion (Bardelli y colaboradores, 1997; Nguyen y colaboradores,
1997; Pelicci y colaboradores, 1995; Ponzetto y colaboradores, 1994; Weidner y
colaboradores, 1996). En el momento de la fijacién del FCH, la activacion de la
Met genera una fosforilacion de la tirosina y la sefalizacién descendiente por
medio de y mediada por Gabl y Grb2/Sos PI3-cinasa y la activacién Ras/MAPK
respectivamente, lo cual produce la motilidad y la proliferacién celular (Furge vy
colaboradores, 2000; Hartmann y colaboradores, 1994; Ponzetto y colaboradores,
1996; Royal y Park, 1995).

Se mostréd que la Met es un transformador en una estirpe celular de
osteosarcoma tratado con cancerigenos (Cooper y colaboradores, 1984; Park y
colaboradores, 1986). Se ha observado una hiperexpresion de la Met o una
amplificacion del gen en una variedad de canceres humanos. Por ejemplo, la
proteina Met estd hiperexpresada por lo menos cinco veces en los canceres
colorrectales y se ha reportado que amplifica el gen en la metastasis en el higado.
(Di Renzo y colaboradores, 1995; Liu y colaboradores, 1992). Igualmente se
reporta que se observé una hiperexpresion de la proteina Met en el carcinoma
escamoso oral, el carcinoma hepatocelular, el carcinoma renal, el cancer de mama
y el cancer de pulmén (Jin y colaboradores, 1997; Morello y colaboradores, 2001;
Natali y colaboradores, 1996; Olivero y colaboradores, 1996; Suzuki y
colaboradores, 1994). Adicionalmente, se ha observado la hiperexpresion del
mMARN en el carcinoma hepatocelular, el carcinoma gastrico y el carcinoma
colorrectal (Boix y colaboradores, 1994; Kuniyasu y colaboradores, 1993; Liu y
colaboradores, 1992). |

Se han encontrado una serie de mutaciones en el dominio de la cinasa de
la Met en el carcinoma renal papilar que produce una activacién del receptor
constitutivo (Olivero y colaboradores, 1999; Schmidt y colaboradores, 1997;
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Schmidt y colaboradores, 1999). Estas mutaciones de activacién confieren una
fosforilacion tirosina constitutiva de la Met y resultan en una activacién MAPK, en
la formacion del objetivo principal y oncogenia (Jeffers y colaboradores, 1997).
Adicionalmente, estas mutaciones mejoran la motilidad celular y la invasién
(Giordano y colaboradores, 2000; Lorenzato y colaboradores, 2002). La activacion
dependiente del HGF en células transformadas media una mayor motilidad,
dispersion y migracion de las células lo cual finalmente produce el crecimiento de
un tumor invasivo y la metastasis (Jeffers y colaboradores, 1996; Meiners y
colaboradores, 1998).

Se ha visto que la Met interactia con otras proteinas que estimulan la
activacion del receptor, la transformacion y la invasion. En las células
neoplasicas, se ha reportado que la Met interactua con la integrina a6B4, un
aceptor para los componentes de la matriz extracelular (ECM) tales como las
lamininas, para estimular el crecimiento invasivo dependiente del FCH (Trusolino y
colaboradores, 2001). Adicionalmente, se ha visto que el dominio extracelular de
la Met interactiia con un miembro de la familia de las semaforinas, plexina Bl y
mejora el crecimiento invasivo (Giordano y colaboradores, 2002). Ademas,
CD44v6, que se ha visto implicado en la oncogenia y la metastasis, esta reportado
en la formacién de un complejo con Met y FCH vy resulta en la activacion del
receptor de la Met (Orian-Rousseau y colaboradores, 2002).

La Met es un miembro de la subfamilia de RTKs que incluyen Ron y Sea
(Maulik y colaboradores, 2002). La prediccién de la estructura del dominio
extracelular de la Met sugiere una homologia compartida con las semaforinas y
plexinas. El terminal N de la Met contiene un dominio Sema de aproximadamente
500 aminoacidos que se conserva en todas las semaforinas y plexinas. Las
semaforinas y plexinas pertenecen a una familia grande de proteinas secretadas y
fijadas en la membrana descritas inicialmente por su papel en el desarrollo neural
(Van Vactor y Lorenz, 1999). Sin embargo, mas recientemente la hiperexpresion
de la semaforina se ha relacionado con una invasion tumoral y con metastasis. Un
dominio PSlI rico en cisteina (al cual también se hace referencia como un dominio
de Secuencia Relacionada con Met) que se encuentra en las plexinas, en las
semaforinas y en las integrinas se encuentra adyacente al dominio Sema seguido
por cuatro repeticiones IPT que son regiones similares a la inmunoglobulina
presentes en las plexinas y los factores de transcripcidn. Un estudio reciente
sugiere que el dominio Sema de la Met es suficiente para la fijacién del FCH y de

la heparina (Gherardi y colaboradores, 2003). Adicionalmente, Kong-Beltran y



colaboradores (Cancer Cell (2004), 6:61- 73) han reportado que el dominio Sema
de la Met es necesario para la dimerizacion y la activacion del receptor.

Se han reportado numerosas moléculas dirigidas hacia las vias FCH/c-met.
Estas moléculas incluyen anticuerpos como aquellos descritos en la Patente de
Estados Unidos No. 5,686,292. También se ha visto que una porcién del dominio
extracelular de la c-met puede producir efectos antagonistas contra la via FCH/c-
met. En vista del papel tan importante que juega esta via en la etiologia de varias
condiciones patologicas, queda claro sin embargo que se continlian necesitando
agentes con atributos clinicos que sean dptimos para el desarrollo como agentes
terapéuticos. La invencién descrita en la presente satisface esta necesidad y
dispone otros beneficios.

Todas las referencias citadas en la presente, incluyendo las solicitudes de

patente y las publicaciones, se incorporan en su totalidad por referencia.

DIVULGACION DE LA INVENCION

La invencién se basa en parte en la identificacién de una variedad de
antagonistas de la via biolégica FCH/c- Met que es un proceso bioldgico/celular
que presenta un objetivo terapéutico tanto importante como ventajoso. La
invencién dispone composiciones y métodos que se basan en la interferencia de la
activacion del FCH/c-met, incluyendo pero no limitado a la interferencia con la
fijacién del FCH a la porcién extracelular de la c-met y la: multimerizacion del
aceptor. Los antagonistas de la invencion, como se describe en la presente,
disponen agentes terapéuticos y de diagnostico importantes para el uso cuando se
busca fijar como objetivo las condiciones patolégicas asociadas a una sefializacion
anormal o indeseada de la via FCH/c-met. Por lo tanto, la invencién dispone unos
metodos, unas composiciones, unos estuches y unos articulos de manufactura
relacionados con la modulacién de la via FCH/c-met, incluyendo la modulacién de
la fijacion del ligando c-met, la dimerizacién de la c-met, la activaciéon y otras
actividades biolégicasf/fisiologicas asociadas con la sefializacion del FCH/c-met.

En un aspecto, la invenciéon dispone agentes terapéuticos anti-FCH/c-met
apropiados para el uso terapéutico y capaces de efectuar diversos grados de
variaciéon de la via de sefalizacion del FCH/c-met. Por ejemplo, en una
incorporacion, la invencion dispone un anticuerpo humanizado anti-c-met donde la
afinidad del anticuerpo monovalente a la c-met humana (por ejemplo, la afinidad

del anticuerpo como un fragmento Fab a la c-met humana) es sustancialmente



igual a la afinidad de un anticuerpo monovalente murino (por ejemplo, afinidad del
anticuerpo murino como un fragmento Fab a c-met humana) que comprende,
consiste en o consiste esencialmente en una secuencia de dominio variable de
cadena liviana y pesada como se representa en la Fig. 7 (SEQ ID No:9 y 10). En
otra incorporacion, la invencion dispone un anticuerpo humanizado anti-c-met
donde la afinidad del anticuerpo monovalente a la c-met humana (por ejemplo, la
afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab a la c-met humana) es menor, por
ejemplo por lo menos 3, 5, 7 o 10 veces menor, que la afinidad de un anticuerpo
monovalente murino (por ejemplo, afinidad del anticuerpo murino como un
fragmento Fab a la c-met humana) que comprende, consiste en o consiste
esencialmente en una secuencia de dominio variable de cadena liviana y pesada
como se representa en la Fig. 7 (SEQ ID No: 9 y 10). En otra incorporacion, la
invencion dispone un anticuerpo humanizado anti-c-met donde la afinidad del
anticuerpo monovalente a la c-met humana (por ejemplo, la afinidad del anticuerpo
como un fragmento Fab a la c- met humana) es mayor, por ejemplo por lo menos
3,5, 7,10 o 13 veces mayor, que la afinidad de un anticuerpo monovalente murino
(por ejemplo, afinidad del anticuerpo murino como un fragmento Fab a la c-met
humana) que comprende, consiste en o consiste esencialmente en una secuencia
de dominio variable de cadena liviana y pesada como se representa en la Fig. 7
(SEQ ID No: 9 y 10). En una incorporacion, la afinidad del anticuerpo
monovalente murino a la c-met humana es sustancialmente igual a la afinidad de
unién de un fragmento Fab que comprende secuencias de dominio variable de un
anticuerpo producido por una estirpe celular de hibridomas depositadas bajo la
Coleccion Americana de Cultivos de Tipo, Numero de Acceso ATCC HB-11894
(hibridoma 1A3.3.13) o HB-11895 (hibridoma 5D5.11.6). Como se encuentra bien
establecido en el arte, la afinidad de union de un ligando a su aceptor se puede
determinar mediante el uso de una variedad de analisis y se puede expresar en
términos de una variedad de valores cuantitativos. Por lo tanto, en una
incorporacion, la afinidad de union se expresa como valores Kd y refleja la afinidad
de union intrinseca (por ejemplo, con unos efectos de afinidad minimizados).
Generalmente y preferiblemente, la afinidad de union se mide in vitro, sin importar
si se encuentra en un entorno libre de células o en un entorno asociado a células.
Como se describe en mayor detalle en la presente, la diferencia de la
multiplicacién de la afinidad de unién se puede cuantificar en términos de la
proporcién del valor de afinidad de la union de un anticuerpo humanizado

monovalente (por ejemplo, en forma Fab) y el valor de afinidad de la unién de un



anticuerpo monovalente de referencia o de comparacion (por ejemplo, in forma
Fab) (por ejemplo, un anticuerpo murino que tiene unas secuencias de regién
hipervariable de donante), donde los valores de afinidad de unién se determinan
bajo unas condiciones de analisis similares. Por lo tanto, en una incorporacién, la
diferencia de la multiplicacion en la afinidad de unidon se determina como la
proporcion de los valores de Kd del anticuerpo humanizado en la forma Fab vy el
citado anticuerpo Fab de referencia/comparacién.  Por ejemplo, en una
incorporacion, si un anticuerpo de la invencion (A) tiene una afinidad que es “3
veces menor” que la afinidad de un anticuerpo de referencia (M), entonces si el
valor Kd para A es 3x, el valor Kd de M seria Ix y la proporcion de Kd de A a Kd de
M seria 3: 1. Inversamente, en una incorporacion, si un anticuerpo de la invencion
(C) tiene una afinidad que es “3 veces mayor” que la afinidad de un anticuerpo de
referencia (R), entonces si el valor Kd para C es Ix, el valor Kd de R seria 3x y la
proporcién de Kd de C a Kd de R seria 1:3. Se puede emplear cualquier nimero
de analisis conocidos en el arte, incluyendo aquellos descritos en la presente, para
obtener las mediciones de la afinidad de union, incluyendo, por ejemplo, Biacore,
radioinmunoanalisis (RIA) y ELISA.

En un aspecto, un antagonista FCH/c-met de la invencidon abarca un
anticuerpo anti-c-met el cual comprende:

(@) por lo menos uno, dos, tres, cuatro o cinco secuencias de regiones
hipervariables (HVR) seleccionadas entre el grupo conformado por:

(i) HVR-L1 que comprende la secuencia A1-A17, donde A1-A17 es
KSSQSLLYTSSQKNYLA (SEQ ID No: 1)

(i) HVR-L2 que comprende la secuencia B 1-B7, donde B1-B7 es
WASTRES (SEQ ID No:2)

(i)  HVR-L3 que comprende la secuencia C1-C9, donde C1-C9 es
QQYYAYPWT (SEQ ID No:3)

(iv) HVR-H1 que comprende la secuencia D1-D10, donde D1-D10 es
GYTFTSYWLH (SEQ ID No:4)

(v) HVR-H2 que comprende la secuencia E1-E18, donde E1-E18 es
GMIDPSNSDTRFNPNFKD (SEQ ID No':5) y

(vi)  HVR-H3 que comprende la secuencia F1-F11, donde F‘1-F11 es
XYGSYVSPLDY (SEQ ID NO:6)y X noes R;
y (b) por lo menos una variante HVR, donde la secuencia de una variante
HVR comprende la modificacién de por lo menos un residuo de la secuencia
representada en la SEQ ID Nos: 1, 2, 3, 4, 50 6. En una incorporacion, la HVR-L1



de un anticuerpo de la invencién comprende la secuencia de SEQ ID No: 1. En
una incorporacion, la HVR-L2 de un anticuerpo de la invencién comprende la
secuencia de SEQ ID No:2. En una incorporacién, la HVR-L3 de un anticuerpo de
la invencién comprende la secuencia de SEQ ID No:3. En una incorporacion, la
HVR-H1 de un anticuerpo de la invencién comprende la secuencia de SEQ ID
No:4. En una incorporacién, la HVR-H2 de un anticuerpo de la invencion
comprende la secuencia de SEQ ID No:5. En una incorporacion, la HVR-H3 de un
anticuerpo de la invencion comprende la secuencia de SEQ ID No:6. En una
incorporacion, la HVR-H3 comprende TYGSYVSPLDY (SEQ ID No: 7). En una
incorporacién, la HVR-H3 comprende SYGSYVSPLDY (SEQ ID No: 8). En una
incorporacién, un anticuerpo de la invencién que comprende estas secuencias
(combinadas como se describe en la presente) es humanizado o humano.

En un aspecto, la invencion dispone un anticuerpo que comprende una,
dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs, donde cada HVR comprende, consiste en o
esencialmente consiste en una secuencia seleccionada entre el grupo conformado
por SEQ ID Nos: 1, 2, 3,4, 5,6, 7y 8 y donde SEQ ID No:1 corresponde a una
HVR-L1, SEQ ID No:2 corresponde a una HVR-L2, SEQ ID No:3 corresponde a
una HVR-L3, SEQ ID No:4 corresponde a una HVR-H1, SEQ ID No:5 corresponde
a una HVR-H2 y SEQ ID Nos: 6, 7 u 8 corresponden a una HVR-H3. En una
incorporacion, un anticuerpo de la invencion comprende HVR-L1, HVR-L2, HVR-
L3, HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, en la cual, cada una en orden, comprende SEQ
ID No:1, 2, 3, 4, 5y 7. En una incorporacion, un anticuerpo de la invencién
comprende HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, en el cual,
cada una en orden, comprende SEQ ID No:1, 2, 3,4, 5y 8.

Las variantes HVRs en un anticuerpo de la invencion pueden tener
modificaciones de uno o varios residuos en la HVR. En una incorporacién, una
variante HVR-L2 comprende 1-5 (1, 2, 3, 4 o 5) sustituciones en cualquier
combinacion de las siguientes posiciones: BI(Mo L), B2 (P, T, Go S), B3 (N, G, R
oT),B4(I,NoF),B5(P,1,L0G),B6 (A, D, ToV)yB7(R,l,MoG). Enuna
incorporacioén, una variante HVR-H1 comprende 1-5 (1, 2, 3, 4 o 5) sustituciones
en cualquier combinacion de las siguientes posiciones: D3 (N, P, L, S, A, 1), D5 (|,
So0Y),D6(G D, T,KR),D7 (F, H R, S, To V) y D9 (M o V). En una
incorporacién, una variante HVR-H2 comprende 1-4 (1, 2, 3 o 4) sustituciones en
cualquier combinacion de las siguientes posiciones: E7 (Y), E9 (T), EIO (i), E14 (T
0Q),E15(D,K, S, ToV), E16 (L), E17 (E,H,No D)y E18 (Y, Eo H). En una
incorporacion, una variante HVR-H3 comprende 1-5 (1, 2, 3, 4 o 5) sustituciones
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en cualquier combinacién de las siguientes posiciones: F1 (T, S), F3 (R, S, H, T, A,
K), F4(G), F6 (R,F, M, T,E, K, A, LLW), F7 (L, I, T, R, K, V), F8 (S, A), F10 (Y, N)
y FI 1 (Q, S, H, F). La(s) letra(s) entre paréntesis después de cada posicion
indica(n) un aminoacido ilustrativo de sustitucion (es decir un reemplazo); como
seria evidente para una persona con destreza en el arte, la idoneidad de otros
aminoacidos como aminoacidos de sustitucién en el contexto descrito en la
presente, se puede evaluar de forma rutinaria empleando técnicas conocidas en el
arte y/o descritas en la presente. En una incorporacion, una HVR-L1 comprende
la secuencia de SEQ ID No:1. En una incorporacién, F1 en una variante HVR-H3
es T. En una inCorporacién, F1 en una variante HVR-H3 es S. En una
incorporacion, F3 en una variante HVR-H3 es R. En una incorporacion, F3 en una
variante HVR-H3 es S. En una incorporacién, F7 en uha variante HVR-H3 es T.
En una incorporacion, un anticuerpo de la invencion comprende una variante HVR-
H3 donde FlesToS,F3esRoSyF7esT.

En una incorporacién, un anticuerpo de la invencién comprende una
variante HVR-H3 donde F1 es T, F3es Ry F7 es T. En una incorporacion, un
anticuerpo de la invenciéon comprende una variante HVR-H3 donde F1 es S. En
una incorporacion, un anticuerpo de la invencién comprende una variante HVR-H3
donde F1 es Ty F3 es R. En una incorporacién, un anticuerpo de la invencion
comprende una variante HVR-H3 donde F1 es S, F3es Ry F7 es T. En una
incorporacion, un anticuerpo de la invencion comprende una variante HVR-H3
donde F1es T,F3es S, F7 es Ty F8 es S. En una incorporacion, un anticuerpo
de la invencién comprende una variante HYR-H3 donde F1es T,F3es S, F7es T
y F8 es A. En algunas incorporaciones, la citada variante HVR-H3 del anticuerpo
comprende ademas HVR-L1, HVR-L2, HVR- L3, HVR-H1 y HVR-H2 donde cada
una comprende, en orden, la secuencia representada en SEQ ID Nos: 1,2, 3,4y
5. En algunas incorporaciones, estos anticuerpos comprenden ademas una
secuencia de soporte consensual de cadena pesada de subgrupo humano lll. En
una incorporacion de estos anticuerpos, la secuencia de soporte consensual
comprende una sustitucién en la posicion 71, 73 y/o 78. En algunas
incorporaciones de estos anticuerpos, la posicion 71 es A, 73 es Ty/o 78 es A. En
una incorporacion de estos anticuerpos, estos anticuerpos comprenden ademas
una secuencia de soporte consensual humano kl de cadena liviana.

En una incorporacién, un anticuerpo de la invencién comprende una
variante HVR-L2 donde B6 es V. En algunas incorporaciones, la citada variante
HVR-L2 del anticuerpo comprende ademas HVR-L1, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2 y
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HVR-H3, donde cada una comprende, en orden, la secuencia representada en
SEQ ID Nos: 1, 3, 4, 5y 6. En algunas incorporaciones, la citada variante HVR-L.2
del anticuerpo comprende ademas HVR- LI, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2 y HVR-
H3, donde cada una comprende, en orden, la secuencia representada en SEQ ID
Nos: 1, 3, 4, 5 y 7. En algunas incorporaciones, la citada variante HVR-L2 del
anticuerpo comprende ademas HVR-L1, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3,
donde cada una comprende, en orden, la secuencia representada en SEQ ID Nos:
1, 3,4, 5y 8. En algunas incorporaciones, estos anticuerpos comprenden ademas
una secuencia de soporte consensual de cadena pesada de subgrupo humano I
En una incorporacién de estos anticuerpos, la secuencia de soporte consensual
comprende una sustitucion en la posicién 71, 73 ylo 78. En algunas
incorporaciones de estos anticuerpos, la posicion 71 es A, 73 es T y/o 78 es A. En
una incorporacién de estos anticuerpos, estos anticuerpos comprenden ademas
una secuencia de soporte consensual humano k|l de cadena liviana.

En una incorporacion, un anticuerpo de la invencion comprende una
variante HVR-H2 donde E14 es T, E15 es Ky E17 es E. En una incorporacion, un
anticuerpo de la invencién comprende una variante HVR- H2 donde E17 es E. En
algunas incorporaciones, la citada variante HVR-H3 del anticuerpo comprende
ademas HVR- LI, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1 y HVR-H3 donde cada una
comprende, en orden, la secuencia representada en SEQ ID Nos: 1, 2, 3, 4 y 6.
En algunas incorporaciones, la citada variante HVR-H2 del anticuerpo comprende
ademas HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1 y HVR-H3, donde cada una
comprende, en orden, la secuencia representada en SEQ ID Nos: 1,2, 3,4y 7.
En algunas incorporaciones, la citada variante HVR-H2 del anticuerpo comprende
ademas HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1 y HVR-H3, donde cada una
comprende, en orden, la secuencia representada en SEQ ID Nos: 1, 2, 3, 4 y 8.
En algunas incorporaciones, estos anticuerpos comprenden ademas una
secuencia de soporte consensual de cadena pesada de subgrupo humano Ill. En
una incorporacion de estos anticuerpos, la secuencia de soporte consensual
comprende una sustitucion en la posicion 71, 73 y/o 78. En algunas
incorporaciones de estos anticuerpos, la posicion 71 es A, 73 es T y/o 78 es A. En
una incorporacion de estos anticuerpos, estos anticuerpos comprenden ademas
una secuencia de soporte consensual humano kl de cadena liviana.

En un aspecto, la invencién dispone un anticuerpo que comprende una,
dos, tres, cuatro, cinco o todas las secuencias HVR representadas en las Figs. 2,
3 ylo 4 (SEQ ID Nos:56-163).



Un agente terapéutico para el uso en un individuo anfitrion preferiblemente
produce poca o practicamente ninguna respuesta inmundgena contra el agente en
el citado individuo. En una incorporacion, la invencion dispone el citado agente.
Por ejemplo, en una incorporacién, la invencién dispone un anticuerpo
humanizado que produce y/o se espera que produzca una respuesta de
anticuerpo humano anti-ratén (HAMA) a un nivel sustancialmente reducido
comparado con un anticuerpo que comprende la secuencia de SEQ ID No: 9 & 10
en un individuo anfitrion. En otro ejemplo, la invencién dispone un anticuerpo
humanizado que produce y/o se espera que produzca una respuesta de
anticuerpo humano anti-raton (HAMA) minima o inexistente. En un ejemplo, un
anticuerpo de la invencion produce respuesta de anticuerpo anti-raton que se
encuentra en un nivel minimo o menos del minimo clinicamente aceptable.

Un anticuerpo humanizado de la invencién puede comprender una o varias
secuencias de regiones humanas y/o de consenso humano no hipervariables (por
ejemplo, soporte) en su dominio variable de cadena pesada y/o de cadena liviana.
En algunas incorporaciones, una o varias modificaciones adicionales se
encuentran presentes en las secuencias de regiones humanas y/o de consenso
humano no hipervariables. En una incorporacién, el dominio variable de cadena
pesada de un anticuerpo de la invencién comprende una secuencia de soporte
humano consensual, que en una incorporacion es la secuencia de soporte
consensual del subgrupo lil. En una incorporacion, un anticuerpo de la invencion
comprende una secuencia de soporte consensual variante de subgrupo |l
modificada en por lo menos una posicién de aminoacido. Por ejemplo, en una
incorporacion, un subgrupo de la variante en la secuencia de soporte consensual
puede comprender una sustitucion en una o varias posiciones 71, 73 y/o 78. En
una incorporacion, la citada sustitucion es R71A, N73T y/o N78A, en cualquier
combinacion de las mismas.

Como se conoce en el arte y como se describe en mayor detalle en la
presente abajo, la posicion/el limite del aminoacido que delinea una region
hipervariable de un anticuerpo puede variar dependiendo del contexto y de las
diferentes definiciones conocidas en el arte (como se describe abajo). Algunas
posiciones en un dominio variable se pueden ver como unas posiciones
hipervariables hibridas en cuanto que estas posiciones se pueden considerar
dentro de una regién hipervariable bajo un conjunto de criterios y se puede
considerar por fuera de una regién hipervariable bajo otro conjunto de criterios.

Una o varias de estas posiciones también se puede(n) encontrar en regiones



hipervariables extendidas (como se define en mas detalle abajo). La invencion
dispone anticuerpos que comprenden modificaciones en estas posiciones
hipervariables hibridas. En una incorporacion, estas posiciones hipervariables
hibridas incluyen una o varias de las posiciones 26-30, 33-35B, 47-49, 57-65, 93,
94 y 102 en un dominio variable de cadena pesada. En una incorporacion, estas
posiciones hipervariables hibridas incluyen una o varias de las posiciones 24-29,
35-36, 46-49, 56 y 97 en un dominio variable de cadena liviana. En una
incorporacion, un anticuerpo de la invencién comprende una secuencia de soporte
consensual variante de subgrupo humano modificada en una o varias posiciones
hipervariables hibridas. En una incorporacion, un anticuerpo de la invencién
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencia
de soporte consensual de subgrupo humano |l variante modificada en una o
varias posiciones 27- 28, 30, 33-35, 49, 57-65, 94 y 102. En una incorporacion, el
anticuerpo comprende una sustitucion F27Y. En una incorporacién, el anticuerpo
comprende una sustitucion T28N, P, L, S, A o I. En una incorporacion, el
anticuerpo comprende una sustitucion S30!, T o Y. En una incorporacion, el
anticuerpo comprende una sustitucion A33W. En una incorporacion, el anticuerpo
comprende una sustitucion M34L o M34V. En una incorporacion, el anticuerpo
comprende una sustitucion S35H. En una incorporacién, el anticuerpo comprende
una sustitucidon T57|. En una incorporacién, el anticuerpo comprende una
sustitucion Y58R. En una incorporacién, el anticuerpo comprende una sustitucion
Y39F. En una incorporacion, el anticuerpo comprende una sustitucion A6ON. En
una incorporacion, el anticuerpo comprende una sustitucion D61P, T o Q. En una
incorporacion, el anticuerpo comprende una sustitucion S62N, D, K, To V. Enuna
incorporacion, el anticuerpo comprende una sustitucion V63F o V63L. En una
incorporacion, el anticuerpo comprende una sustitucion K64E, H, N, D o Q. En
una incorporacion, el anticuerpo comprende una sustitucion G65D, Y, E o H. En
una incorporacion, el anticuerpo comprende una sustitucion R94T o R94S. En una
incorporacion, el anticuerpo comprende una sustitucion Y102Q, S, Ho F. En una
incorporacién, un anticuerpo de la invencion que comprende la citada modificacion
R94T o R94S comprende ademas una o varias modificaciones en la posicion 96
y/o 100. En una incorporacién, las citadas modificaciones comprenden una
sustitucion G96R y/o S100T (es decir, en HVR-H3). En una incorporacion, un
anticuerpo de la invencién comprende un dominio variable de cadena liviana que
comprende una secuencia de soporte consensual subgrupo kappa humano |

variante modificada en una o varias posiciones 24, 25 29 y 56. En una
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incorporacion, el anticuerpo comprende una sustitucibn R24K. En una
incorporacion, el anticuerpo comprende una sustitucion A25S. En una
incorporacion, el anticuerpo comprende una sustitucion 129Q. En una
incorporacion, el anticuerpo comprende una sustitucién S56R, |, Mo G.

En una incorporacién, un anticuerpo de la invencién comprende un dominio
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de soporte consensual
subgrupo humano lll variante modificada en las posiciones 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 o en todas las posiciones 27-28, 30, 33-35, 49, 57-
65, 94 y 102. En una incorporacién, las modificaciones se seleccionan entre el
grupo conformado por F27Y, T28(N, P, L, S, Ao 1), S30(l, To Y), A33W, M34(L,V),
S35H, T571, Y58R, Y59F, AGON, D61(P, T, Q), S62(N, D, K, T,V), V63(F,L), K64(E,
H, N, D, Q), G65(D, Y, E, H), R94(T,S) y Y102(Q, S, H, F). En una incorporacion,
un anticuerpo de la invencién que comprende la citada modificacion R94T o R94S
comprende ademas una o varias modificaciones en la posicion 96 y/o 100. En una
incorporacion, las citadas modificaciones comprenden una sustitucion G96R y/o
S100T (es decir, en HVR-H3).

En una incorporacion, un anticuerpo de la invenciéon comprende un dominio
variable de cadena liviana que comprende una secuencia de soporte consensual
de subgrupo kappa humano | modificada en 1, 2, 3 o en todas las posiciones 24,
25, 29 y 56. En una incorporacién, las modificaciones se seleccionan entre el
grupo conformado por R24K, A25S, 129Q y S56(R, |, M, G).

Un anticuerpo de la invencion puede comprender cualquier secuencia de
soporte de cadena liviana humana o de consenso humano, siempre que el
anticuerpo cuente con las caracteristicas biologicas deseadas (por ejemplo, una
afinidad de unién deseada). En una incorporacién, un anticuerpo de la invencion
comprende por lo menos una porcién (o la totalidad) de la secuencia de soporte de
la cadena liviana humana k. En una incorporacion, un anticuerpo de la invencion
comprende por [0 menos una porcién (o la totalidad) de la secuencia de soporte
consensual del subgrupo | humano k.

En una incorporacién, un anticuerpo de la invencién comprende un dominio
variable de cadena pesada y/o liviana que comprende la secuencia de soporte
representada en SEQ ID No: 13 y/o 16 (FIGURA 1), siempre que la posicién 94 en
la cadena pesada no es R (y es preferiblemente, pero no necesariamente S o T).

En un aspecto, un anticuerpo de la invencion es un anticuerpo humanizado
anti-c-met que inhibe la unién del factor de crecimiento hepatocitico humano a su
aceptor de mejor forma que un anticuerpo de referencia que comprende un



anticuerpo anti-c-met quimérico que comprende una secuencia variable de cadena
liviana y de cadena pesada como se representa en la Fig. 7 (SEQ ID Nos: 9y 10).
Por ejemplo, en una incorporacién, un anticuerpo de la invencién inhibe la unién
del FCH con un valor IC50 que es inferior a alrededor de la mitad del que le
corresponde al anticuerpo quimérico. En una incorporacion, el valor IC50 de un
anticuerpo de la invencién es alrededor de 0.1, 0.2, 0.3 o 0.4 del que le
corresponde al anticuerpo quimérico. Es posible comparar las habilidades para
inhibir la unidn de FCH a su aceptor de acuerdo con diversos métodos conocidos
en el arte, incluyendo como se describe en los Ejemplos a continuacién. En una
incorporacion, los valores IC50 se determinan en un rango de concentracién del
anticuerpo de alrededor de 0.01 nM hasta alrededor de 1000 nM.

En un aspecto, un anticuerpo de la invencion es un anticuerpo humanizado
anti-c-met que inhibe la activacion del receptor del factor de crecimiento
hepatocitico humano (FCH) mejor que un anticuerpo de referencia que comprende
un anticuerpo anti-c-met quimérico que comprende una secuencia variable de
cadena liviana y de cadena pesada como se representa en la Fig. 7 (SEQ ID No: 9
y 10). Por ejemplo en una incorporacién, un anticuerpo de la invencion inhibe la
activacion del receptor con un valor IC50 que es inferior a alrededor de la mitad
del que corresponde al anticuerpo quimérico. En una incorporacion, el valor IC50
de un anticuerpo de la invencion es alrededor de 0.1, 0.2, 0.3 o 0.4 del que
corresponde al anticuerpo quimérico. Es posible comparar las habilidades para
inhibir la unién de FCH a su aceptor de acuerdo con diversos métodos conocidos
en el arte, incluyendo como se describe en los Ejemplos a continuacién. En una
incorporacién, los valores IC50 se determinan a través de un rango de
concentracion del anticuerpo desde alrededor de 0.1 nM hasta alrededor de 100
nM.

En un aspecto, un anticuerpo de la invencion es un anticuerpo humanizado
anti-c-met que inhibe la proliferacion celular c-met-dependiente mejor que un
anticuerpo de referencia que comprende un anticuerpo anti-c-met quimérico que
comprende una secuencia variable de cadena liviana y de cadena pesada como
se representa en la Fig. 7 (SEQ ID No: 9 y 10). Por ejemplo, en una
incorporacion, un anticuerpo de la invencion inhibe la proliferacion celular con un
valor IC50 que es inferior a alrededor de la mitad del que corresponde al
anticuerpo quimeérico. En una incorporacion, el valor IC50 de un anticuerpo de la
invencion es alrededor de 0.1, 0.2, 0.3 o 0.4 del que corresponde al anticuerpo
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de acuerdo con varios métodos conocidos en el arte, incluyendo como se describe
en los Ejemplos abajo. En una incorporacion, los valores IC50 se determinan
mediante un rango de concentracién del anticuerpo de alrededor de 0.01 nM a
alrededor de 100 nM.

En una incorporacién, tanto el anticuerpo humanizado como el anticuerpo
quimérico son monovalentes. En una incorporacién, tanto el anticuerpo
humanizado como el anticuerpo quimérico comprenden una sola region Fab
enlazada a una regién Fc. En una incorporacién, el anticuerpo quimérico de
referencia comprende secuencias de dominio variable representadas en Fig. 7
(SEQ ID No: 9 y 10) enlazadas a una regién humana Fc. En una incorporacion, la
region humana Fc es la de un IgG (por ejemplo, IgG |, 2, 3 o 4).

En un aspecto, la invencién dispone un anticuerpo que comprende un
dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia HVR1-HC,
HVR2-HC y/o HVR3-HC representada en la Figura 13. En una incorporacion, el
dominio variable comprende la secuencia FR1-HC, FR2-HC, FR3-HC y/o FR4-HC
representada en la Figura 13. En una incorporacién, el anticuerpo comprende la
secuencia CH1 y/o Fc representada en la Figura 13. En una incorporacion, un
anticuerpo de la invencién comprende un dominio variable de cadena pesada que
comprende la secuencia HVR1-HC, HVR2-HC y/o HVR3-HC y la secuencia FR1-
HC, FR2- HC, FR3-HC y/o FR4-HC representada en la Figura 13. En una
incorporacién, un anticuerpo de la invencién comprende un dominio variable de
cadena pesada que comprende la secuencia HVR1-HC, HVR2-HC y/o HVR3-HC y
la secuencia CH1 y/o Fc representada en la Figura 13. En una incorporacién, un
anticuerpo de la invencion comprende un dominio variable de cadena pesada que
comprende la secuencia HVR1-HC, HVR2-HC y/o HVR3-HC vy la secuencia FR1-
HC, FR2-HC, FR3-HC y/o FR4-HC representada en la Figura 13 y la secuencia
CH1 y/o Fc representada en la Figura 13. En una incorporacién, la regién Fc del
anticuerpo de la invencién comprende un complejo entre un polipéptido que
comprende la secuencia Fc en la Figura 13 y un polipéptido que comprende Ia
secuencia Fc en la Figura 14.

En un aspecto, la invencién dispone un anticuerpo que comprende un
dominio variable de cadena liviana que comprende la secuencia HVR1-LC, HVR2-
LC y/o HVR3-LC representada en la Figura 13. En una incorporacion, el dominio
variable comprende la secuencia FR1-LC, FR2-LC, FR3-LC y/o FR4-LC
representada en la Figura 13. En una incorporacion, el anticuerpo comprende la
secuencia CL1 representada en la Figura 13.



En una incorporacién, un anticuerpo de la invencién comprende dominios
variables de cadena liviana y de cadena pesada como se describe en los dos
parrafos anteriores. En una incorporacion, el anticuerpo es monovalente y
comprende una region Fc. En una incorporacion, la region Fc comprende por lo
menos una protuberancia (prominencia) y por lo menos una cavidad (orificio),
donde la presencia de la protuberancia y la cavidad mejora la formacion de un
complejo entre un polipéptido Fc que comprende la protuberancia y un polipéptido
Fc que comprende la cavidad, por ejemplo como se describe en WO 2005/063816.
En una incorporacién, la regién Fc de un anticuerpo de la invencion comprende un
primer y un segundo polipéptido Fc, donde el primer y el segundo polipéptido
comprenden cada uno una o varias mutaciones con respecto al tipo humano Fc
natural. En una incorporacion, una mutacion de cavidad es T366S, L368A y/o
Y407V. En una incorporacion, una mutacion de protuberancia es T366W. En una
incorporacion, el primer polipéptido comprende la secuencia Fc representada en la
Figura 13 y el segundo polipéptido comprende la secuencia Fc representada en la
Figura 14.

Se pueden emplear antagonistas de la invencién para modular uno o varios
aspectos de los efectos asociados al FCH/c-met-, incluyendo pero no limitado a la
activacion c-met, sefializacion molecular descendente (por ejemplo, proteina
cinasa activada por mitégeno (MAPK) fosforilacién), proliferacion celular,
migracion celular, supervivencia celular, morfogénesis celular y angiogénesis.
Estos efectos se pueden modular mediante cualquier mecanismo biologicamente
adecuado, incluyendo la alteracion del ligando (por ejemplo, HGF) unién a c-met,
c-met fosforilacion y/o c-met multimerizacién. Por lo tanto, en una incorporacion,
la invencién dispone un anticuerpo antagonista c-met que inhibe la unién del FCH
al c-met. En una incorporacién, un anticuerpo antagonista c- met de la invencién
altera la multimerizacion c-met (por ejemplo, dimerizacién). En una incorporacion,
un anticuerpo antagonista c-met de la invencion altera la funcién de dimerizacion
del dominio Sema c-met. En un ejemplo, un anticuerpo antagonista c-met
interfiere con la habilidad del dominio Sema c-met para efectuar la dimerizacion c-
met. La interferencia puede ser directa o indirecta. Por ejemplo, un anticuerpo
antagonista c-met se puede unir a una secuencia en el dominio Sema c-met y en
esta forma inhibe la interaccion del citado dominio unido con su compafera de
unién (como otra molécula c-met). En otro ejemplo, un anticuerpo antagonista c-
met se puede unir a una secuencia que no se encuentra en el dominio Sema c-
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Sema c-met para interactuar con su compariera de unién (como molécula c-met).
En una incorporacion, un anticuerpo antagonista de la invencién se fija a la c-met
(por ejemplo, el dominio extracelular) de manera que la dimerizacion c-met se
altera. En una incorporacién, un anticuerpo antagonista de la invencién se fija a la
c-met de manera que la habilidad del dominio Sema c-met para efectuar la
dimerizacion c-met se altera. Por ejemplo, en una incorporacion, la invencion
dispone un anticuerpo antagonista el cual, en el momento de la unién a una
molécula c-met, inhibe la dimerizacién de la citada molécula. En una
incorporacion, un anticuerpo antagonista c-met de la invencién especificamente
fija una secuencia en el dominio Sema c-met.

En una incorporacién, un anticuerpo antagonista de la invencién altera la
dimerizacion c-met que comprende la homodimerizaciéon. En una incorporacién,
un anticuerpo antagonista de la invencion altera la dimerizacion c-met que
comprende la heterodimerizacién (es decir, la dimerizacion c-met con una
molécula que no es c-met).

En algunos casos, puede ser una ventaja si se tiene un anticuerpo
antagonista c-met que no interfiere con la unién de un ligando (como HGF) a una
c-met. Por lo tanto, en una incorporacién, la invencién dispone un anticuerpo que
no fija un sitio de union FCH en una c-met. En otra incorporacién, un anticuerpo
de la invencion sustancialmente no inhibe la unién de FCH a c-met. En una
incorporacion, un anticuerpo de la invencién sustancialmente no compite con el
FCH para la unién a la c- met. En un ejemplo, un anticuerpo antagonista de Ia
invencion se puede emplear conjuntamente con uno o varios antagonistas, donde
los antagonistas son los blancos en diferentes procesos y/o funciones en el eje
FCH/c-met. Por lo tanto, en una incorporacién, un anticuerpo antagonista c-met
de la invencion se fija a un epitope en una c-met diferente de un epitope unido por
otro c-met antagonista (como el fragmento Fab del anticuerpo monoclonal
producido por la estirpe celular de hibridomas depositadas bajo la Coleccién
Americana de Cultivos de Tipo, Nimero de Acceso ATCC HB-11894 (hibridoma
1A3.3.13)). En otra incorporacion, un anticuerpo antagonista c-met de la invencién
es diferente a (es decir, no es) un fragmento Fab del anticuerpo monocional
producido por la estirpe celular de hibridomas depositado bajo la Coleccion
Americana de Cultivos de Tipo, Nimero de Acceso ATCC HB-11894 (hibridoma
1A3.3.13).

En una incorporacién, la invencién dispone un anticuerpo antagonista c-met
que altera tanto la multimerizacién ¢c- met como la unién al ligando. Por ejemplo,
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un anticuerpo antagonista de la invencién que inhibe la multimerizacién c-met (por
ejemplo, la dimerizacion) puede comprender ademas una habilidad para competir
con el FCH por la unién a una c-met.

En una incorporacién de un anticuerpo antagonista c-met de la invencion, la
unién del antagonista a la c-met inhibe la activaciéon c-met mediante el FCH. En
otra incorporacion de un anticuerpo antagonista c-met de la invencién, la union del
antagonista a la c-met en una célula inhibe la proliferacién, supervivencia,
dispersion, morfogénesis y/o motilidad de la célula.

En una incorporacién, un anticuerpo antagonista c-met de la invencién
especificamente fija por lo menos una porcién del dominio Sema c-met o una
variante del mismo. En un ejemplo, un anticuerpo antagonista de la invencién
especificamente fija por lo menos una de las secuencias seleccionadas entre el
grupo conformado por LDAQT (SEQ ID No: 15) (por ejemplo, residuos 269-273 de
la c-met), LTEKRKKRS (SEQ ID No: 16) (por ejemplo, residuos 300-308 de la c-
met), KPDSAEPM (SEQ ID No: 17) (por ejemplo, residuos 350-357 de Ia c-met) y
NVRCLQHF (SEQ ID No:18) (por ejemplo, residuos 381-388 de la c-met). En una
incorporacion, un anticuerpo antagonista de la invencion especificamente se fija a
un epitope de conformacion formado por parte o la totalidad de por lo menos una
de las secuencias seleccionadas entre el grupo conformado por LDAQT (por
ejemplo, residuos 269-273 de la c-met), LTEKRKKRS (por ejemplo, residuos 300-
308 de la c-met), KPDSAEPM (por ejemplo, residuos 350-357 de la c-met) y
NVRCLQHF (por ejemplo, residuos 381-388 de la c-met). En una incorporacion,
un anticuerpo antagonista de la invencion especificamente fija una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad o similitud de secuencia de por- lo menos
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98% con la secuencia LDAQT, LTEKRKKRS,
KPDSAEPM y/o NVRCLQHF.

En una incorporacién, un anticuerpo de la invencion especificamente se fija
al aceptor FCH de una primera especie animal y especificamente no se fija al
aceptor FCH de una segunda especie animal. En una incorporacion, la primera
especie animal es humana y/o primate (por ejemplo, el mono de Java) y la
segunda especie animal es murina (por ejemplo, ratén) y/o canina. En una
incorporacién, la primera especie animal es humana. En una incorporacion, la
primera especie animal es primate, por ejemplo mono de Java. En una
incorporacién, la segunda especie animal es murina, por ejemplo ratébn. En una
incorporacion, la segunda especie animal es canina.



En un aspecto, la invencién dispone composiciones que comprenden uno o
varios anticuerpos antagonistas de la invencién y un excipiente. En una
incorporacién, el excipiente es farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto, la invenciéon dispone acidos nucleicos que codifican un
anticuerpo antagonista c-met de la invencion.

En un aspecto, la invencion dispone vectores que comprenden un acido
nucleico de la invencién.

En un aspecto, la invencion dispone células anfitrionas que comprenden un
acido nucleico o un vector de la invencion. Un vector puede ser de cualquier tipo,
por ejemplo un vector recombinante como un vector de expresién. Se pueden
emplear cualquiera entre una variedad de células anfitionas. En una
incorporacion, una célula anfitriona es una célula procariota, por ejemplo, E. coli.
En una incorporacion, una célula anfitriona es una célula eucariota, por ejemplo
una célula de mamifero como una célula de ovario de hamster chino (CHO).

En un aspecto, la invencion dispone métodos para manufacturar un
antagonista de la invencién. Por ejemplo, la invencion dispone un método para
fabricar un anticuerpo antagonista c-met (el cual, como se define en la presente,
comprende su longitud total y fragmentos del mismo), el citado método que
comprende expresar un vector recombinante de la invencion en una célula
anfitriona apropiada que codifica el citado anticuerpo (o un fragmento del mismo) y
recuperar el citado anticuerpo.

En un aspecto, la invencion dispone un articulo de manufactura que
comprende un envase; y una composicion contenida en el envase, donde una
composicion comprende uno o varios anticuerpos antagonistas c-met de la
invencion. En una incorporacién, una composicion comprende un acido nucleico
de la invencién. En una incorporacion, una composicion que comprende un
anticuerpo antagonista y comprende ademas un excipiente, el cual, en algunas
incorporaciones es farmacéuticamente aceptable. En una incorporacién, un
articulo de manufactura de la invencion comprende ademas instrucciones para
administrar una composicion (por ejemplo, el anticuerpo antagonista) a un
individuo.

En un aspecto, la invencién dispone un estuche que comprende un primer
envase que comprende una composicién que comprende uno o varios anticuerpos
antagonistas c-met de la invencién; y un segundo envase que comprende una
solucion amortiguadora. En una incorporacion, la solucion amortiguadora es

farmacéuticamente aceptable. En una incorporacion, una composicién que



comprende un anticuerpo antagonista comprende ademas un excipiente, el cual,
en algunas incorporaciones es farmacéuticamente aceptable. En una
incorporacion, un estuche comprende ademas instrucciones para administrar una
composicion (por ejemplo, el anticuerpo antagonista) a un individuo.

En un aspecto, la invencion dispone el uso de un anticuerpo antagonista c-
met de la invencién en la preparacién de un medicamento para el tratamiento
terapéutico y/o profilactico de una enfermedad, como un céncer, un tumor, un
desorden relacionado con la proliferacion celular, un desorden inmune (como
autoinmune) y/o un desorden relacionado con la angiogénesis. En un aspecto, la
invencion dispone el uso de un acido nucleico de la invencién en la preparacion de
un medicamento para el tratamiento terapéutico y/o profilactico de una
enfermedad, como un cancer, un tumor, un desorden relacionado con la
proliferacion celular, un desorden inmune (como autoinmune) y/o un desorden
relacionado con la angiogénesis.

En un aspecto, la invencién dispone el uso de un vector de expresion de la
invencion en la preparacion de un medicamento para el tratamiento terapéutico y/o
profildctico de una enfermedad, como un cancer, un tumor, un desorden
relacionado con la proliferacién celular, un desorden inmune (como autoinmune)
y/o un desorden relacionado con la angiogénesis.

En un aspecto, la invencion dispone el uso de una célula anfitriona de la
invencion en la preparaciéon de un medicamento para el tratamiento terapéutico y/o
profilactico de una enfermedad, como un cancer, un tumor, un desorden
relacionado con la proliferacion celular, un desorden inmune (como autoinmune)
y/o un desorden relacionado con la angiogénesis.

En un aspecto, la invencién dispone el uso de un articulo de manufactura
de la invencion en la preparacién de un medicamento para el tratamiento
terapéutico y/o profilactico de una enfermedad, como un cancer, un tumor, un
desorden relacionado con la proliferacion celular, un desorden inmune (como
autoinmune) y/o un desorden relacionado con la angiogénesis.

En un aspecto, la invencién dispone el uso de un estuche de la invencion en
la preparacién de un medicamento para el tratamiento terapéutico y/o profilactico
de una enfermedad, como un cancer, un tumor, un desorden relacionado con la
proliferacion celular, un desorden inmune (como autoinmune) y/o un desorden
relacionado con la angiogénesis.

La invencion dispone métodos y composiciones Utiles para modular estados

de enfermedades asociadas con la desregulacion del eje de sefalizacion FCH/c-
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met. La via de sefializacion FCH/c-met estad comprometida en mdltiples funciones
bioldgicas y fisiologicas, incluyendo, por ejemplo, la proliferacién celular y la
angiogénesis. Por lo tanto, en un aspecto, la invencién dispone un método que
comprende administrar a un individuo un anticuerpo de la invencion.

En un aspecto, la invencion dispone un método para inhibir la proliferacion
celular activada por c-met, el citado método que comprende poner en contacto una
célula o un tejido con una cantidad efectiva de un anticuerpo de la invencion,
mediante el cual la proliferacion celular asociada a la activacion c-met queda
inhibida.

En un aspecto, la invencion dispone un método para tratar una condicién
patoldgica asociada a la desregulacion de la activaciéon c-met en un individuo, el
citado método que comprende administrar al individuo una cantidad efectiva de un
anticuerpo de la invencién, mediante el cual se trata la citada condicién.

En un aspecto, la invencién dispone un método para inhibir el crecimiento
de una célula que expresa la c-met o el factor de crecimiento hepatocitico, o
ambos, el citado método que comprende poner en contacto la citada célula con un
anticuerpo de la invencion produciendo en esta forma la inhibicion del crecimiento
de la citada célula. En una incorporacion, la célula es contactada por el FCH
expresado por una célula diferente (por ejemplo, mediante un efecto paracrino).

En un aspecto, la invencién dispone un método para tratar un mamifero en
forma terapéutica que tiene un tumor canceroso que comprende una célula que
expresa la c-met o el factor de crecimiento hepatocitico, o ambos, el citado método
que comprende administrar al citado mamifero una cantidad efectiva de un
anticuerpo de la invencidén, y en esta forma efectivamente tratar el citado
mamifero. En una incorporacion, la célula es contactada por el FCH expresado
por una célula diferente (por ejemplo, mediante un efecto paracrino).

En un aspecto, la invencién dispone un método para tratar o prevenir un
desorden relacionado con la proliferacion celular asociado con una mayor
expresion o actividad de la c-met o el crecimiento hepatocitico, o ambos, el citado
método que comprende administrar a un individuo que necesite el citado
tratamiento una cantidad efectiva de un anticuerpo de la invencién, y en esta
forma efectivamente tratar o prevenir el citado desorden de proliferacion celular.
En una incorporacién, el citado desorden de proliferacion es cancer.

En un aspecto, la invencién dispone un método para inhibir el crecimiento
de una célula, donde el crecimiento de la citada célula depende por lo menos en

parte, de un efecto intensificador del crecimiento de la c-met o del factor de



crecimiento hepatocitico, o ambos, el citado método que comprende poner en
contacto la citada célula con una cantidad efectiva de un anticuerpo de la
invencion, y en esta forma inhibir el crecimiento de la citada célula. En una
incorporacion, la célula es contactada por el FCH expresado por una célula
diferente (por ejemplo, mediante un efecto paracrino).

Un metodo para tratar un tumor de un mamifero en forma terapéutica,
donde el crecimiento del citado tumor depende por lo menos en parte, de un
efecto intensificador del crecimiento de la c-met o del factor de crecimiento
hepatocitico, o ambos, el citado método que comprende poner en contacto la
citada célula con una cantidad efectiva de un anticuerpo de la invencion, y en esta
forma efectivamente tratar el citado tumor. En una incorporacion, la célula es
contactada por el FCH expresado por una célula diferente (por ejemplo, mediante
un efecto paracrino).

Se pueden emplear los métodos de la invencion para afectar cualquier
estado patologico apropiado, por ejemplo, las células y/o los tejidos asociados a
la desregulacién de la via de sefializacion del FCH/c-met. En una incorporacion,
una célula que se busca fijar como objetivo en un método de la invencion es una
célula cancerosa. Por ejemplo, una célula cancerosa puede ser una célula
seleccionada entre el grupo conformado por una célula de cancer de mama, una
célula de cancer colorrectal, una célula de cancer de pulmoén, una célula de cancer
papilar (por ejemplo, de la glandula tiroides), una célula de cancer de colon, una
celula de cancer pancreatico, una célula de cancer ovarico, una célula de cancer
cervical, una célula de cancer del sistema nervioso central, una célula de sarcoma
osteogénico, una célula de carcinoma renal, una célula de carcinoma
hepatocelular, una célula de cancer de vejiga, una célula de carcinoma gastrico,
una célula de carcinoma escamoso de cabeza y cuello, una célula de melanoma 'y
una célula de leucemia. En una incorporacion, una célula que se busca fijar como
objetivo en un método de la invenciéon es una célula hiperproliferativa y/o
hiperplasica. En una incorporacion, una célula que se busca fijar como objetivo en
un metodo de la invencion es una célula displasica. En aun otra incorporacion,
una célula que se busca fijar como objetivo en un método de la invencién es una
célula metastasica.

Los métodos de la invencién pueden comprender ademas unos pasos de
tratamiento adicionales. Por ejemplo, en una incorporacion, un método comprende

ademas un paso donde una célula y/o un tejido objetivo (por ejemplo, una célula




cancerosa) se exponen a un tratamiento de radiacién o a un agente
quimioterapéutico.

Como se describe en la presente, la activacion c-met es un proceso
biolégico importante, cuya desregularizacion desencadena numerosas condiciones
patologicas. Por lo tanto, en una incorporacion de los métodos de la invencion,
una célula que se busca fijar como objetivo (por ejemplo, una célula cancerosa) es
una donde la activacion de la c-met se mejora cuando se compara con una célula
normal del mismo tejido de origen. En una incorporacién, un método de la
invencion ocasiona la apoptosis de una célula objetivo. Por ejemplo, el contacto
con un antagonista de la invencion puede resultar en la incapacidad de una célula
de enviar una sefial mediante la via c-met, ocasionando la apoptosis.

La desregulacion de la activacion c-met (y por lo tanto la sefalizacion)
puede ser el resultado de numerosos cambios celulares, incluyendo, por ejemplo,
la hiperexpresion del FCH (ligando c-met afin) y/o una c-met misma. Por lo tanto,
en algunas incorporaciones, un método de la invencién comprende fijar como
objetivo una célula donde la c- met o el factor de crecimiento hepatocitico, o
ambos, se expresan en forma mas abundante por la citada célula (por ejemplo,
una celula cancerosa) cuando se compara con una célula normal del mismo tejido
de origen. Una célula que expresa la c-met-puede regularse por el FCH a partir de
una variedad de fuentes, es decir en forma autocrina o paracrina. Por ejemplo, en
una incorporacion de los métodos de la invencion, una célula objetivo esta
contactada/unida por el factor de crecimiento hepatocitico expresado en una célula
diferente (por ejemplo, mediante un efecto paracrino). La citada célula diferente
puede ser del mismo tejido de origen o de otro. En una incorporacion, una célula
objetivo esta contactada/unida por el FCH expresado por la célula objetivo misma
(por ejemplo, mediante un efecto/una vuelta autocrino). La activacién c-met y/o la
sefalizacion también puede ocurrir en forma independiente del ligando. Por lo
tanto, en una incorporacién de los métodos de la invencion, la activacion c-met en

una célula objetivo ocurre en forma independiente del ligando.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIG. 1 representa la alineacion de secuencias de las cadenas livianas y
pesadas variables para lo siguiente: secuencia consensual de cadena liviana de

subgrupo humano |, secuencia consensual de cadena pesada de subgrupo



humano Ill, anticuerpo anti-c-met murino 5D5 y anticuerpo “humanizado” 5D5-
transplantado.

FIG. 2 representa varias secuencias HVR de anticuerpos con afinidad
madurada seleccionadas de bibliotecas con HVR seleccionadas en forma aleatoria
individualmente.

FIG. 3 representa secuencias HVR-H3 de anticuerpos con afinidad
madurada seleccionadas en un conjunto de bibliotecas que comprenden una
combinacion de 6 bibliotecas abarcando los seis HVRs donde cada biblioteca se
selecciona en forma aleatoria en un solo HVR.

FIG. 4 representa los resultados del andlisis Biacore de anticuerpos anti-c-
met seleccionados.

FIG. 5A.B & 6AB representan ejemplos de secuencias aceptoras de
soporte humano consensual para el uso en la practica de la invencion instantanea
con identificadores de secuencia como sigue:

Soportes Consensuales Variables Pesados (VH) (FIG. 5A, B)
soporte consensual humano VH subgrupo | menos Kabat CDRs (SEQ ID No: 19)

soporte consensual humano VH subgrupo | menos regiones hipervariables
extendidas (SEQ ID Nos : 20- 22)
soporte consensual humano VH subgrupo I menos Kabat CDRs (SEQ ID No: 23)
soporte consensual humano VH subgrupo Il menos regiones hipervariables
extendidas (SEQ ID Nos:24-26)
soporte consensual humano VH subgrupo HI menos Kabat CDRs (SEQ ID No:27)
soporte consensual humano [l subgrupo HI menos regiones hipervariables
extendidas (SEQ ID Nos:28-30)
soporte consensual humano aceptor VH menos Kabat CDRs (SEQ ID No:31)
soporte consensual humano aceptor VH menos regiones hipervariables
extendidas (SEQ ID Nos:32-33)
soporte consensual humano aceptor VH 2 menos Kabat CDRs (SEQ ID No:34)
soporte consensual humano aceptor VH 2 menos regiones hipervariables
extendidas (SEQ ID Nos:35-37)

Soportes Consensuales Variables Livianos (VL) (FIG. 6A.B)
soporte consensual subgrupo | kappa humano VL(SEQ ID NO: 38)

soporte consensual subgrupo Il kappa humano VL(SEQ ID NO:39)
soporte consensual subgrupo HI kappa humano VL(SEQ ID NO:40)
soporte consensual subgrupo IV kappa humano VL(SEQ ID NO:41)
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FIG. 7 representa secuencias de dominio variable donante (anticuerpo
murino 5D3) cadena liviana (LC) y cadena pesada (HC).

FIG. 8 representa los datos graficos para bloquear la union del FCH a su
aceptor mediante un anticuerpo de la invencién.

FIG. 9 representa los datos graficos para la inhibicion de la activacién del
receptor FCH mediante un anticuerpo de la invencion.

FIG. 10 representa los datos graficos para la inhibicion de la proliferacion
celular mediante un anticuerpo de la invencién. “rchOA5D5 HGF” hace referencia
a un anticuerpo quimérico 5D5 de un brazo mas el FCH; “rhuOA5D5v2 HGF” hace
referencia a OA5D5.V2 méas el FCH: “rhuOA5D5v1l HGE” hace referencia a
OAS3DS5.v1 mas el FCH". “Control rchOA5D5" hace referencia a un anticuerpo
quimérico 5D5 de un brazo sin el FCH; “Control rhuOA5D5v2” hace referencia a
OAS5DS5.v2 sin el FCH; “Control rhuOA5D5v1” hace referencia a OA5D5.v1 sin el
FCH”.

FIG. 11A, B representa datos para la inhibicion de la fosforilacion del
aceptor en presencia de un anticuerpo de la invencidn. La Fig. 11A representa la
fosforilacion del aceptor de las células H358. La Fig. 11B representa la
fosforilacion del aceptor de las células H358 transinsfectadas con el FCH.

Fig. 12 representa los datos graficos que muestran la eficacia in vivo de un
anticuerpo de la invencién. “TI” hace referencia a la frecuencia de un tumor.
TI=8/10 hace referencia a que 8 ratones entre un grupo de 10 ratones tienen
tumores. TI=2/8 hace referencia a que 2 ratones entre un grupo de 8 ratones
tienen tumores.

FIG. 13 representa secuencias de aminoacidos del soporte (FR), region
hipervariable (HVR), primer dominio constante (CL o CH1) y la region Fc (Fc) de
una incorporacién de un anticuerpo de la invencion (5D5.v2). La secuencia Fc
descrita comprende mutaciones “orificio” (cavidad) T366S, L368A y Y407V, como
se describe en WO 2005/063816.

FIG. 14 representa la secuencia de un polipéptido Fc que comprende una
mutacion “prominencia” (protuberancia) T366W, como se describe en WO
2005/063816. En una incorporacién, un polipéptido Fc que comprende esta
secuencia forma un complejo con un polipéptido Fc que comprende la secuencia

Fc de la Fig. 13 para generar una regién Fc de un anticuerpo de la invencion.



FORMAS PARA EFECTUAR LA INVENCION

La invencion dispone unos métodos, unas composiciones, unos estuches y
unos articulos de manufactura para identificar y/o utilizar inhibidores de la via de
sefalizacion del FCH/c-met.

Los detalles de estos métodos, estas composiciones, estos estuches y
articulos de manufactura se disponen en la presente.

Técnicas Generales

La practica de la presente invencion va a emplear, salvo si se indica en
contrario, unas técnicas convencionales de biologia molecular convencional
(incluyendo técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular, bioquimica e
inmunologia, todas las cuales estan dentro de las destrezas del arte. Dichas
tecnicas se explican en detalle en la literatura, como, “Molecular Cloning: A
Laboratory Manual’, segunda edicion (Sambrook y colaboradores, 1989);
“Oligonucleotide Synthesis” (M. J. Gait, ed., 1984); “Animal Cell Culture” (R. I.
Freshney, ed., 1987); “Methods in Enzymology” (Academic Press, Inc.); “Current
Protocols in Molecular Biology” (F.M. Ausubel y colaboradores, eds., 1987 y
actualizaciones periodicas); “PCR: The Polimerase Chain Reaction”, (Mullis y
colaboradores, ed., 1994);, “A Practical Guide to Molecular Cloning” (Perbal
Bernard V. 1988); “Phage Display: A Laboratory Manual’ (Barbas y
colaboradores, 2001).

Definiciones

Una “modificacién” de un residuo/una posicién de un aminoacido, como se
emplea en la presente, hace referencia a un cambio de una secuencia del
aminoacido primario cuando se compara con una secuencia del aminoacido de
partida, donde el cambio se debe a una alteraciéon de la secuencia que
compromete el citado residuo/las posiciones del aminoacido. Por ejemplo, las
modificaciones tipicas comprenden la sustitucion del residuo (0 en la citada
posicién) con otro aminoacido (por ejemplo, una sustitucion conservadora o no
conservadora), la insercion de uno o varios (generalmente menos de 5 o 3)
aminoacidos adyacentes al citado residuo/posicién y la eliminacion del citado
residuo/posicion. Una “sustitucion de aminoacido” o una variacion del mismo,
hace referencia al reemplazo de un residuo de un aminoacido existente en una
secuencia de aminoacido predeterminada (de partida) con un residuo de
aminoacido diferente. Generalmente y preferiblemente, la modificacién resulta en

la alteracion en por lo menos una actividad fisico-quimica del polipéptido variante
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comparado con un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacido de
partida (o de “tipo natural”). Por ejemplo, en el caso de un anticuerpo, una
actividad fisico-quimica que se altera puede ser la afinidad de unién, la capacidad
de unidn y/o el efecto de union en una molécula objetivo.

Un “anticuerpo aislado” es aquel que fue identificado y separado y/o
recuperado de un componente de su medio natural. Los componentes
contaminantes de su medio natural forman un componente de su medio natural.
Los componentes contaminantes de su medio natural son materiales que
interferirian con usos de diagnostico o terapéuticos para el anticuerpo y pueden
incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinicos o no-proteinicos. En
incorporaciones preferidas, el anticuerpo sera purificado (1) a mas del 95% por
peso de anticuerpo como se determina en el método Lowry y mas preferiblemente
mas de 99% por peso, (2) hasta un grado suficiente que permita la obtencién de
por lo menos 15 residuos de secuencia de aminoacido N-terminal o interno
mediante el uso de un secuenciador de copa giratoria o (3) hasta homogeneidad
mediante SDS-PAGE bajo condiciones de reduccién o de no-reduccion empleando
mancha de Coomassie azul o preferiblemente, mancha plateada. Los anticuerpos
aislados incluyen el anticuerpo in situ en células recombinantes puesto que por lo
menos un componente del medio natural del anticuerpo no estara presente. Sin
embargo, por lo general el anticuerpo aislado se preparara mediante por lo menos
un paso de purificacion.

El término “numeracion de residuo de dominio variable como en Kabat” o
“numeracién de la posicion de aminoacido como en Kabat” y variaciones de los
mismos, hacen referencia al sistema de numeracién empleada para dominios
variables de cadena pesada o dominios variables de cadena liviana de la
compilacion de anticuerpos en Kabat y colaboradores, Sequencies of Proteins of
Inmunological Interest, Edicion 5, Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD. (1991). Utilizando este sistema de numeracién, la
secuencia linear de aminoacido puede contener menos aminoacidos o incluso
unos aminoacidos adicionales que corresponden a un acortamiento de o a una
insercion en un FR o CDR del dominio variable. Por ejemplo, un dominio variable
de cadena pesada puede incluir una sola insercién de aminoacido (residuo 52a de
acuerdo con Kabat) después del residuo 52 de H2 y residuos insertados (por
ejemplo residuos 82a, 82b y 82c, etc. de acuerdo con Kabat) después del residuo
82 de cadena pesada FR. La numeracion Kabat de los residuos se puede

determinar para cierto anticuerpo mediante la alineacion en regiones de homologia
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de la secuencia del anticuerpo con una secuencia de numeracion de Kabat
“‘estandar”.

La frase “sustancialmente similar” o “sustancialmente igual”, como se
emplea en la presente, denota un grado suficientemente alto de similitud entre dos
valores numéricos (generalmente uno asociado con un anticuerpo de la invencion
y el otro asociado con un anticuerpo de referencia/comparacién, de manera que
una persona con destreza en el arte consideraria la diferencia entre los dos
valores como muy poca o sin ningdn significado biolégico y/o estadistico en el
contexto de la caracteristica biolégica medida por los citados valores (por ejemplo,
valores Kd). La diferencia entre los dos valores citados es preferiblemente menos
de alrededor de 50%, preferiblemente menos de alrededor de 40%,
preferiblemente menos de alrededor de 30%, preferiblemente menos de alrededor
de 20%, preferiblemente menos de alrededor de 10% como una funcidn del valor
para el anticuerpo de referencia/comparacion.

“Afinidad de unién” generalmente hace referencia a la solidez de la suma
total de interacciones no covalente entre un solo sitio de unién de una molécula
(por ejemplo, un anticuerpo) y su compariera de unién (por ejemplo, un antigeno).
Salvo si se indica en contrario, como se emplea en la presente, “afinidad de unién”
hace referencia a la afinidad de union intrinseca que refleja un interaccion 1:1
entre miembros de una pareja de unién (por ejemplo, anticuerpo y antigeno). La
afinidad de una molécula X para su compafiera Y generalmente se puede
representar en la constante de disociacion (Kd). La afinidad se puede medir por
medio de unos métodos comunes conocidos en el arte, incluyendo aquellos
descritos en la presente. Los anticuerpos de poca afinidad generalmente se unen
al antigeno lentamente y tienden a disociarse facilmente, mientras que los
anticuerpos de alta afinidad generalmente se unen al antigeno de manera mas
rapida y tienden a mantenerse unidos por mas tiempo. En el arte se conoce una
variedad de meétodos para medir la afinidad de union, y cualquiera de ellos se
puede emplear con los fines de la presente invencion. A ‘continuacion se
describen unas incorporaciones ilustrativas especificas.

En una incorporacion, la “Kd” o el “valor Kd” de acuerdo con esta invencion,
se mide a través de un analisis de unién de antigeno radio marcado (RIA)
efectuado con la versién Fab de un anticuerpo de interés y su antigeno, como se
describe en el siguiente analisis que mide la afinidad de unién de la solucién de
Fabs para el antigeno equilibrando el Fab con concentraciones minimas de ('2°)-

antigeno marcado en presencia de una serie de titulaciones de un antigeno sin
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marcar, luego capturar el antigeno fijado con una placa recubierta con anticuerpo
anti-Fab (Chen y colaboradores, (1999) J. Mol Biol 293:865-881). Para establecer
las condiciones del analisis, las placas de microlitro (Dynex) se recubren durante
la noche con 5 ug/ml de un anticuerpo que captura el anti-Fab (Cappel Labs) en
50 mM de carbonato de sodio (pH 9.6) y posteriormente se bloquean con 2%
(peso/volumen) albtimina de suero bovino en PBS por un periodo de entre dos y
cinco horas a temperatura ambiente (aproximadamente 23°C). En una placa no
absorbente (Nunc #269620), 100 pM o 26 pM ['*°l]-el antigeno se mezcla con
diluciones seriadas de un Fab de interés (por ejemplo, consistente con la
evaluacion de un anticuerpo anti-VEGF, Fab-12, en Presta y colaboradores,
(1997) Cancer Res. 57:4593-4599). Luego el Fab de interés se incuba durante la
noche; sin embargo, la incubacién puede proseguir por un periodo de tiempo mas
largo (por ejemplo, 65 horas) para asegurarse de alcanzar el equilibrio.
Posteriormente las mezclas se trasladan a la placa de captura para la incubacion a
temperatura ambiente (por ejemplo, durante una hora). Luego se retira la solucién
y la placa se lava ocho veces con 0.1% Tween-20 en PBS. Cuando las placas se
encuentran secas, se agrega 150 ul/pozo de centelleo (MicroScint-20; Packard) y
las placas se someten a conteo en un contador Topcount gamma (Packard)
durante diez minutos. Las concentraciones de cada Fab que indican menos o
igual al 20% de unién maxima se escogen para el uso en un analisis de unién
competitiva. De acuerdo con otra incorporacion, la Kd o el valor Kd se mide
mediante un analisis de resonancia por plasmoén de superficie utilizando un
BIAcoreTM-2000 o un BlAcoreTM_3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25C con
fracciones de antigeno CM5 inmobilizado a ~10 unidades de respuesta (RU).
Brevemente, se activan fracciones biosensor de dextrano carboximetilado (CMS5,
BlAcore Inc.) con N-etil-N'- (3- dimetilaminopropil)-clorhidrato de carbodiimida
(EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. El antigeno se diluye con 10mM de acetato de sodio, pH 4.8, en
Sug/ml (~0.2uM) antes de inyeccion a una tasa de flujo de 5ul/minuto para obtener
aproximadamente 10 unidades de respuesta (RU) de proteina acoplada. Después
de la inyeccion del antigeno, se inyecta 1M de etanolamina para bloquear los
grupos que no reaccionaron. Para las mediciones cinéticas, dos veces se
inyectan diluciones seriales de Fab (0.78 nM a 500 nM) en PBS con 0.05% Tween
20 (PBST) a 25°C a una tasa de flujo de aproximadamente 25ul/min. Las tasas de
asociacion (kon) y las tasas de disociacion (kor) se calculan empleando un modelo
simple de unién Langmuir uno-a-uno (Software de Evaluacion BlAcore version 3.2)
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ajustando simultaneamente el sensograma de asociacion y de disolucién. La
constante de disociacion del equilibrio (Kd) se calcula como la proporcion Keg/kon.
Consultar por ejemplo, Chen, Y. y colaboradores, (1999) J. Mol Biol 293:865-881.
Si la tasa de activacion (on rate) sobrepasa 10°M'S™ por el analisis de resonancia
por plasmén de superficie arriba, entonces se puede determinar la tasa de
activacion empleando una técnica de extincion fluorescente que mide el aumento
o la reduccién de la intensidad de la emision fluorescente (excitacién = 295 nm;
emision = 340 nm, 16 nm sobrepaso de banda) a 25 C de un anticuerpo anti-
antigeno de 20 nM (Forma Fab) en PBS, pH 7.2, en presencia de un aumento de
las concentraciones de antigeno medido en un espectdmetro, como un
espectrofémetro equipado con detencién de flujo (Aviv Instruments) o un
espectrofometro serie 8000 de SLM-Aminco (ThermoSpectronic) con una cubeta
con agitacion.

De acuerdo con esta invencion, una “tasa de activacion” o una “tasa de
asociacion” en una “k,,” también se puede determinar con la misma técnica de
resonancia por plasmén de superficie descrita arriba empleando un BlAcore™-
2000 o un BlAcore™-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25C con fracciones
de antigeno inmobilizado CM5 a ~10 unidades de respuesta (RU). Brevemente, se
activan fracciones de biosensor de dextrano carboximetilado (CM5, BlAcore Inc.)
con N-etil-N'- (3-dimetilaminopropil)-clorhidrato de carbodiimida (EDC) y N-
hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. El
antigeno se diluye con 10mM de acetato de sodio, pH 4.8, en 5ug/ml (~0.2uM)
antes de inyeccibn a una tasa de flujo de 5ul/minuto para obtener
aproximadamente 10 unidades de respuesta (RU) de proteina acoplada. Después
se inyecta 1M de etanolamina para bloquear los grupos que no reaccionaron.
Para las mediciones cinéticas, dos veces se inyectan diluciones seriales de Fab
(0.78 nM a 500 nM) en PBS con 0.05% Tween 20 (PBST) a 25°C a una tasa de
flujo de aproximadamente 25ul/min. Las tasas de asociacion (ko) y las tasas de
disociacion (ko) se calculan empleando un modelo simple de unién Langmuir uno-
a-uno (Software de Evaluacion BlAcore version 3.2) ajustando simultaneamente el
sensograma de asociacién y de disolucion. La constante de disociacion del
equilibrio (Kd) se calculé como la proporcion kefkon. Consultar por ejemplo, Chen,
Y. y colaboradores, (1999) J. Mol Biol 293:865-881. Sin embargo, si la tasa de
activacion sobrepasa 10° M'S™ por el analisis de resonancia por plasmén de
superficie arriba, entonces la tasa de activacion se determina preferiblemente

empleando una técnica de extincion fluorescente que mide el aumento o la
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reduccion de la intensidad de la emision fluorescente (excitacién = 295 nm:
emision = 340 nm, 16 nm sobrepaso de banda) a 25°C de un anticuerpo anti-
antigeno de 20 nM (Forma Fab) en PBS, pH 7.2, en presencia de un aumento de
las concentraciones de antigeno como se mide en un espectémetro, como un
espectrofometro equipado con detencién de flujo (Aviv Instruments) o un
espectrofometro serie 8000 de SLM-Aminco (ThermoSpectronic) con una cubeta
con agitacion. En una incorporacion, el “kd” o el “valor Kd” de acuerdo con esta
invencién se mide mediante un analisis de union de radioantigeno marcado (RIA)
efectuado con la version Fab del anticuerpo y la molécula del antigeno como se
describe en el siguiente analisis que mide la afinidad de la union de la solucién de
Fabs para el antigeno equilibrando el Fab con una concentracion minima de (*%1)-
antigeno marcado en presencia de una serie de titulaciones de un antigeno
marcado, luego capturar el antigeno unido con una placa recubierta con antigeno
anti-Fab (Chen y colaboradores, (1999) J. Mol Biol 293:865-881). Para establecer
las condiciones del andlisis, las placas de microlitro (Dynex) se recubren durante
la noche con 5§ ug/ml de un anticuerpo de captura anti-Fab (Cappel Labs) en 50
mM de carbonato de sodio (pH 9.6) y posteriormente se bloquea con 2%
(peso/volumen) albdmina de suero bovino en PBS por un periodo de entre dos a
cinco horas a temperatura ambiente (aproximadamente 23°C). En una placa no-
adsorbente (Nunc #269620), se mezclan 100 pM o 26 pM ['%I]- antigeno con
diluciones seriadas de un Fab de interés (consistente con la evaluacién de un
anticuerpo anti-VEGF, Fab-12, en Presta y colaboradores, (1997) Cancer Res.
57:4593-4599). Luego el Fab de interés se incuba durante la noche: sin embargo
la incubacién puede continuar durante un periodo mas prolongado (por ejemplo,
65 horas) para garantizar que se alcance el equilibrio. Posteriormente las mezclas
se trasladan a la placa de captura para incubacién a temperatura ambiente
durante una hora. Luego se retira la solucion y la placa se lava ocho veces con
0.1% Tween-20 en PBS. Cuando las placas se encuentran secas, se agrega 150
ul/pozo de scintillant (MicroScint-20; Packard) y las placas se someten a conteo en
un contador Topcount gamma (Packard) durante diez minutos. Las
concentraciones de cada FAb que dan menos de o igual a 20% de unién maxima
se escogen para el uso en el analisis de unién competitiva. De acuerdo con otra
incorporacion, el Kd o el valor Kd se mide empleando el andlisis de resonancia por
plasmon de superficie empleando un BlAcore™-2000 o un BlAcore™-3000
(BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25C con fracciones de antigeno inmobilizado
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biosensor de dextrano carboximetilado (CM5, BlAcore Inc.) con N-etil-N'- (3-
dimetilaminopropil)-clorhidrato de carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida
(NHS) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. El antigeno se diluye con
10mM de acetato de sodio, pH 4.8, en 5ug/ml (~0.2uM) antes de inyeccion a una
tasa de flujo de Sul/minuto para obtener aproximadamente 10 unidades de
respuesta (RU) de proteina acoplada. Después de la inyeccion del antigeno, se
inyecta 1M de etanolamina para bloquear los grupos que no reaccionaron. Para
las mediciones cinéticas, dos veces se inyectan diluciones seriales de Fab (0.78
nM a 500 nM) en PBS con 0.05% Tween 20 (PBST) a 25°C a una tasa de flujo de
aproximadamente 25ul/min. Las tasas de asociacion (ko) y las tasas de
disociacion (ko) se calculan empleando un modelo simple de unién Langmuir uno-
a-uno (Software de Evaluacién BlAcore version 3.2) ajustando simultaneamente el
sensograma de asociacién y de disolucién. La constante de disociacion del
equilibrio (Kd) se calcula como la proporcién kos/ken. Consultar por ejemplo, Chen,
Y. y colaboradores, (1999) J. Mol Biol 293:865-881. Si la tasa de activacién
sobrepasa 10°M™" S por el analisis de resonancia por plasmén de superficie
arriba, entonces se puede determinar la tasa de activacion empleando una técnica
de extincion fluorescente que mide el aumento o la reduccion de la intensidad de
la emision fluorescente (excitacién = 295 nm; emisioén = 340 nm, 16 nm sobrepaso
de banda) a 25 C de un anticuerpo anti-antigeno de 20 nM (Forma Fab) en PBS,
pH 7.2, en presencia de un aumento de las concentraciones de antigeno medido
en un espectometro, como un espectrofémetro equipado con detencion de flujo
(Aviv Instruments) o un espectrofometro serie 8000 de SLM-Aminco
(ThermoSpectronic) con una cubeta con agitacion.

En una incorporacién, una “tasa de activacion” o una “tasa de disociacién” o
una “tasa de asociacién” o “k.n" de acuerdo con esta invencion, se determina con
la misma técnica de resonancia por plasmén de superficie descrita arriba
empleando un BlAcore™-2000 o un BlIAcore™-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway,
NJ) a 25C con fracciones de antigeno inmobilizado CM5 a ~10 unidades de
respuesta (RU). Brevemente, se activan fracciones de biosensor de dextrano
carboximetilado (CM5, BlAcore Inc.) con N-etil-N'- (3- dimetilaminopropil)-
clorhidrato de carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con
las instrucciones del proveedor. El antigeno se diluye con 10mM de acetato de
sodio, pH 4.8, en 5ug/ml (~0.2uM) antes de inyeccién a una tasa de flujo de
Sul/minuto para obtener aproximadamente 10 unidades de respuesta (RU) de

proteina acoplada. Después se inyecta 1M etanolamina para bloquear los grupos



gue no reaccionaron. Para las mediciones cinéticas, dos veces se inyectan
diluciones seriales de Fab (0.78 nM a 500 nM) en PBS con 0.05% Tween 20
(PBST) a 25°C a una tasa de flujo de aproximadamente 25ul/min. Las tasas de
asociacion (kon) y las tasas de disociacion (kox) se calculan empleando un modelo
simple de union Langmuir uno-a-uno (Software de Evaluacion BlAcore version 3.2)
ajustando simultdneamente el sensograma de asociacion y de disolucion. La
constante de disociacion del equilibrio (Kd) se calculé como la proporcion Keg/kon.
Consultar por ejemplo, Chen, Y. y colaboradores, (1999) J. Mol Biol 293:865-881.
Sin embargo, si la tasa de activacion sobrepasa 10°M'S™ por el analisis de
resonancia por plasmén de superficie arriba, entonces la tasa de activacion se
determina preferiblemente empleando una técnica de extincién fluorescente que
mide el aumento o la reduccién de la intensidad de la emision fluorescente
(excitacion = 295 nm; emision = 340 nm, 16 nm sobrepaso de banda) a 25 C de un
anticuerpo anti-antigeno de 20 nM (Forma Fab) en PBS, pH 7.2, en presencia de
un aumento de las concentraciones de antigeno como se mide en un
espectébmetro, como un espectrofémetro equipado con detencién de flujo (Aviv
Instruments) o un espectrofémetro serie 8000 de SLM-Aminco (ThermoSpectronic)
con una cubeta con agitacion.

La frase “sustancialmente reducido” o “sustancialmente diferente” como se
emplea en la presente, denota un grado suficientemente alto de similitud entre dos
valores numeéricos (generalmente uno asociado con un anticuerpo de la invencion
y el otro asociado con un anticuerpo de referencia/comparacién, de manera que
una persona con destreza en el arte consideraria la diferencia entre los dos
valores como muy poca o sin ningun significado biolégico y/o estadistico en el
contexto de la caracteristica biolégica medida por los citados valores (por ejemplo
valores Kd, respuesta HAMA). La diferencia entre los dos valores citados es
preferiblemente mayor a alrededor de 10%, preferiblemente mayor a alrededor de
20%, preferiblemente mayor a alrededor de 30%, preferiblemente mayor a
alrededor de 40%, preferiblemente mayor a alrededor de 50% como una funcién
del valor para el anticuerpo de referencia/comparacion.

“Por ciento (%) de identidad de la secuencia de aminoacidos” con respecto
a una secuencia peptida o polipéptida se define como el porcentaje de residuos
de aminoacidos en una secuencia candidata que es idéntico a los residuos de
aminoacidos en la secuencia peptida o polipéptida especifica, después de alinear
las secuencias e introducir brechas, de ser necesario, para obtener el porcentaje

de la maxima identidad posible y sin considerar sustituciones conservadoras como



parte de la identidad de la secuencia. La alineacion con el objeto de determinar el
porcentaje de la maxima identidad posible de la secuencia de aminoacidos se
puede lograr de varias formas, dentro de las destrezas del arte, por ejemplo
empleando un software de computador disponible para el publico como BLAST,
BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Aquellos con destreza en el arte
pueden determinar los pardmetros apropiados para medir la alineacién, incluyendo
cualquier algoritmo que pudiera ser necesario para alcanzar la alineacién maxima
a todo lo largo de las secuencias que se estan comparando. Sin embargo, para
los efectos de la presente, los valores del % de identidad de la secuencia de
aminoacidos se generan empleando el programa de computador de comparacién
de secuencia ALIGN-2, donde el cédigo completo de fuente del programa ALIGN-2
se dispone en la Tabla A abajo. Genentech, Inc es el autor del programa de
computador ALIGN-2 para la comparacién de secuencias y el codigo de fuente
que aparece en la Tabla A abajo esta registrado bajo documentacidon de usuario
en la Oficina de Derechos de Autor de Estados Unidos, Washington D.C., 20559,
donde se encuentra registrado bajo el Registro de Derechos de Autor de Estados
Unidos No.'TXU510087. El programa ALIGN-2 esta disponible para el publico en
Genentech, Inc., South San Francisco, California o se puede recopilar del codigo
de fuente, dispuesto en la Figura 8 abajo. El programa ALIGN-2 se debe compilar
para ser empleado en un sistema operativo UNIX, preferiblemente digital UNTX
V4.0D. El programa ALIGN-2 fija todos los parametros de comparacion de
secuencia y no varian.

En situaciones en las cuales se emplea ALIGN-2 para las comparaciones
de secuencias de aminoacidos, el % de identidad de la secuencia de aminoacidos
para determinada secuencia de aminoacidos A, frente a, con o contra determinada
secuencia de aminoacidos B (lo cual también se puede decir como determinada
secuencia de aminoacidos A que tiene o comprende cierto % de identidad de la
secuencia de aminoacidos frente a, con o contra determinada secuencia de

aminoacidos B) se calcula de la siguiente manera:
100 veces la fraccién X/Y

donde X es el ndmero de residuos de aminoacidos totalizados como
compatibilidades idénticas por el programa ALIGN-2 de alineacion de secuencia
de Ay B y donde Y es el nimero total de residuos de aminoacidos en B. Se

apreciara que cuando la longitud de la secuencia de aminoacidos A no es igual a



la longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de la secuencia
de aminoacidos de A a B no sera igual al % de identidad de la secuencia de
aminocidos de B a A.

Salvo si se indica especificamente en contrario, todos los % de los valores
de identidad de la secuencia de aminoacidos empleados en la presente se
obtienen como se describe en el parrafo inmediatamente anterior empleando el
programa de computador ALIGN-2.

Tabla A

/

* C-C increased from 12 to 15

* Zis average of EQ

* B is average of ND

* match with stop is _M; stop-stop = 0; J (joker) match =
*/

#define M -8 *value of a match with a stop */

int _day[26][26] = {

¥ ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXYZ¥

FA*l {2,0,2,0,0,4,1,-1-1,0,-1,-2-1,0,_M,1,0,-2, 1,1, 0, 0,6, 0,-3, 0},
B* {0,3-4,3,25,0,1-20,0-3-2,2_M-1,1,0,0,0,0-2-5,0.-3, 1},
IC* {-2-4,15-5,5-4,-3,-3,-2, 0,-5,6,-5,-4,_M,-3,-5,-4, 0,-2, 0,-2,-8, 0, 0,-5},
*D* {0,3-5,4,36,1,1,-2,0,0,-4.-3,2_M-1,2,-1,0,0,0-2,7, 0.-4, 2},
ME* {0,25,34,50,1,20,0-3-21,_M-1,2-1,0,0,0-2,-7, 0,-4, 3},
"F* {-4-5-4-6-59,5-21,0-5720-4,_M-5-5-4-3-3 0-1,0,0, 7-5},
*G* {1,0-3,1,05,5-2-3 0-2,4,:-3,0,_M--,-3,1,0,0,-1-7, 0-5, 0},
FH* {-1,1,-3,1,1-2,2,6,-2,0,0,-2-2,2, M, 0, 3, 2-1,-1, 0,-2,-3, 0, 0, 2},
PO (1,-22-2,2,1,3,2,5,0,2,2,2,2,_M,-2,-2,-2,-, 0, 0, 4,-5, 0,-1,-2},
d* {0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,_M,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0, 0},
"K* {-1,0-5,0,0-5-20,-20,5:3,0,1,_M-1,1,3,0,0,00-2-3,0,-4, 0},
LY {-2-3,6,-4,-3,2,-4,-2,2,0,-3, 6, 4,-3,_M,-3,-2,-3,-3 -1, 0, 2,-2, 0,-1,-2},
FM*{1,2,5,-3,2,0,-3,-2,2,0,0,4,6,2,_M<-2,-,0,-2,-1, 0, 2,-4, 0.-2,-1},
I"N* {0,24,2,14,0,2,2,0,1-3-2,2,_M-1,1,0,1,0, 0,24, 0,-2, 1},
roo ¥ { _M_M_M_M,_M,_M_M_M_M _M_M, M _M, M
0._M,_M,_M,_M,_M, M,_M_M, M, M, M},

FP¥ o {1,-1,-3-1-1,51,0,-2,0,-,-3,-2,-,_M, 6,0, 0, 1, 0, 0,-1,-6, 0,-5, 0},
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{0,1-5,2,2-5-1,3,-2,0,1,-2-1,1,_M, 0, 4, 1,-1,-1,0,-2,-5, 0,-4, 3},
{-2,0,-4,-1,-1-4-3,2,-2,0,3,-3,0,0,_M,0,1,6,0,-1,0,-2, 2, 0,-4, 0},
{1,0,000,-3,1-1-1,0,0,-3,-2, 1,_ M, 1,-1,0, 2,1, 0,-1,-2, 0,-3, 0},
{1,0-2,0,0-3,0-1,0,0,0,-1,-1,0,_M, 0,-1,-1, 1, 3,0, 0,-5, 0,-3, 0},
{0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,00,0,0,_M,0,0,0,0,0,0,0,0, 0, 0, 0},
{0,-2,-2,-2,-2,-1,-1,-2,4,0,-2,2, 2,-2, M,-,-2,-2,-, 0, 0, 4,-6, 0,-2,-2},
{-6,-5,-8,-7,-7,0,-7,-3,-5, 0,-3,-2,-4,-4, M,-6,-5, 2,-2,-5, 0,-6,17, 0, 0,-6},
{0,0,0,0,0,0,0,000,0,0,0,0IM,0,0,0,0,0,0,0,0,0, 0, 0},
{-3,-3,0,-4,-4,7,-5,0,-1,0,-4,-,-2,-2, M,-5,-4,-4,-3-3,0,-2, 0, 0,10,-4},
{0,1-5,2,3-5,0,2,-2,0,0,-2,-1,1UM, 0, 3,0, 0, 0, 0,-2,-6, 0,-4, 4},

#include <stdio.h>

#include <ctype.h>

#defineMAXJMP 16
#defineMAXGAP 24

*

#defineJMPS
#idefineMX 4

jmp */

#idefineDMAT 3
#defineDMIS
#idefineDINSO 8

#defineDINSI

-—

#definePINSO 8
#definePINSI

struct jmp {

%

short
unsigned short

[* max jumps in a diag */
/* don't continue to penalize gaps larger than this

1024 [* max jmps in an path */
/* save if there's at least MX-| bases since last

/* value of matching bases */
0 /* penalty for mismatched bases */
/* penalty for a gap */
/* penalty per base */
[* penalty for a gap */

4 I* penalty per residue */
n[MAXJMP]; I* size of jmp (neg for dely) */
X[MAXJMP]; /* base no. of jmp in seq x */

* limits seq to 2216-1*/



struct diag {
int
long
short

struct jmp

4

struct path {
int
short
int

h

char

char

char

char

int

int

int

int

int

int

int

int

int

long
struct diag
struct path

char

char

score; [* score at last jmp */
offset; [* offset of prev block */
ijmp; I* current jmp index */
ip; /* list of jmps */
spc; I* number of leading spaces */
n[JMPS]; [* size of jmp (gap) */
X[UMPS]; * loc of jmp (last elem before gap) */
*ofile; * output file name */
*namex|2]; * seq names: getseqs() */
*prog; [* prog name for err msgs */
*seqx[2]; /* seqs: getseqs() */
dmax; * best diag: nw() */
dmax0; /* final diag */
dna; I* set if dna: main() */
endgaps; [* set if penalizing end gaps */
gapx, gapy; /* total gaps in seqs */
len0, lent; I* seq lens */
ngapx, hgapy: ; I* total size of gaps */
smax; I* max score: nw() */
*xbm; /* bitmap for matching */
offset; * current offset in jmp file */
*dx; /* holds diagonals */
pp[2]; * holds path for seqs */

*calloc(), *malloc(), *index(), *strepy();

*getseq(), *g_calloc();

*Needleman-Wunsch alignment program *

*

7

140



7
4l

* usage: progs file1 file2

* where file1 and file2 are two dna or two protein sequences.

* The sequences can be in upper- or lower-case an may contain ambiguity
* Any lines beginning with ';', '>' or '<' are ignored

* Max file length is 65535 (limited by unsigned short x in the jmp struct)

* A sequence with 1/3 or more of its elements ACGTU is assumed to be DNA
* Output is in the file "align.out"

* The program may create a tmp file in /tmp to hold info about traceback.

* Original version developed under BSD 4.3 on a vax 8650

*/

#indude "nw.h"

#include "day.h"

static _dbval[26] = {
1,14,2,13,0,0,4,11,0,0,12,0,3,15,0,0,0,5,6,8,8,7,9,0,10,0
¢

static _pbval[26] = {
1, 2|(1<<('D-'A")|(1<< ('N'-'A"), 4, 8, 16, 32, 64,
128, 256, OxFFFFFFF, 1<<10, 1<<11, 1<<12, 1<<13, 1<<14,
1<<15, 1<<16, 1<<17, 1<<18, 1<<19, k<20, 1<<21, 1<<22,
1<<23, 1<<24, 1<<25|(1<< (E-'A))|(1<<('Q-'A"))

15
main(ac, av) main
int ac;
char *av[];
{
prog = av[0];
if (ac 1= 3) {

fprintf(stderr,"usage: %s filel file2\n", prog):
fprintf(stderr,"where filel and file2 are two dna or two protein

sequences.\n");

fprintf(stderr,"The sequences can be in upper- or lower-case\n");



fprintf(stderr,"Any lines beginning with "' or '<' are ignored\n");

fprintf(stderr,"Output is in the file align.out\"\n");

exit(l);

}

namex[0] = av][l];

namex[l] = av[2];

seqx[0] = getseq(namex|[0], &len0);

seqx[l] = getseq(namex[l], &lenl);
xbm = (dna)? _dbval : _pbval;

endgaps = 0;

ofile = "align.out";

nw();
readjmpsQ;
print();

cleanup(0);

/* 1 to penalize endgaps */

/* output file */

/* fill in the matrix, get the possible jmps */

/* get the actual jmps */

[* print stats, alignment */

/* unlink any tmp files */

I* do the alignment, return best score: main()
* dna: values in Fitch and Smith, PNAS, 80, 1382-1386, 1983
* pro: PAM 250 values

* When scores are equal, we prefer mismatches to any gap, prefer

* a new gap to extending an ongoing gap, and prefer a gap in seqx

*toagapinseqy.

*/

nw()

{
char
int
int
int
int
int

“pX, *py;
*ndely, *dely;
ndelx, delx;
*tmp;

mis;

ins0, insl;

I* segs and ptrs */

I* keep track of dely */

I* keep track of delx */

[* for swapping rowO, rowl */
I* score for each type */

[* insertion penalties */

nw
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register id; * diagonal index */
register ij; I* jmp index */

register *col0, *col1; * score for curr, last row */
register XX, VY ; /* index into seqs */

dx = (struct diag *)g_calloc("to get diags”, lenO+lenl+1, sizeof(struct diag));

ndely = (int *)g_calloc("to get ndely”, lenl+1, sizeof(int));
dely = (int *)g_calloc("to get dely", lenl+1, sizeof(int));
col0 = (int *)g_calloc("to get col0", lenl+1, sizeof(int));
col1 = (int *)g_calloc("to get coll", lenl+1, sizeof(int));
insO = (dna)? DINSO : PINSO;

ins1 = (dna)? DESfSI : PINSI;

smax = -10000;
if (endgaps) {
for (col0[0] = dely[0] = -insO, yy = 1; yy <= lenl; yy++) {
colO[yy] = delylyy] = colO[yy-I] - insl;
ndely[yy] = yy;
}
col0[0] = 0; /* Waterman Bull Math Biol 84 */

}

else
for (yy = 1; yy <= lenl; yy++)
dely[yy] = -ins0;

/* fill in match matrix
*/
for (px = seqx[0], xx = 1; xx <= len0; px++, xx++) {
I* initialize first entry in col
*f
if (endgaps) {
if (xx==1)
col1[0] = delx = -(insO+insl);
else
col1[0] = delx = col0[0] - ins!;



}

else {

ndelx = xx;

col1[0] = 0;
delx = -insO;
ndelx = 0;

for (py = seqx[l], yy = 1; yy <= lenl; py++, yy++) {

mis = colO[yy-l];
if (dna)

«NW

mis += (xbm[*px-'A'l&xbm[*py-'A"])? DMAT : DMIS;

else

mis += _day[*px-'A[*py-'A’;

/* update penalty for del in x seq;
* favor new del over ongong del
* ignore MAXGAP if weighting endgaps
*/
if if (endgaps || ndelylyy] < MAXGAP) {
if (colO[yy] — insO >= dely[yy]) {
delyfyy] = colOfyy] - (insO+insl);

ndelylyy] = 1;
}else {
delylyy] -= ins1;
ndelylyy]++;
}
}else {

if (colOfyy] - (insO+ins1) >= dely[yy]) {
dely[yy] = colO[yy] - (insO+ins1);
ndelylyy] = 1;

} else

ndely[yy]++,
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/I* update penalty for del in y seq;
* favor new del over ongong del
*
if (endgaps || ndelx < MAXGAP) {
if (collfyy-I] — insO >= delx) {
delx = col1[yy-1] - (insO+ins1);

ndelx = 1
}else {
delx -= insl;
ndelx++;
}
}else {

if (col1[yy-I] - (insO+ins1) >= delx) {
delx = col1l[yy-1] - (insO+ins1);
ndelx = 1;

} else

ndelx++;

I* pick the maximum score; we're favoring
* mis over any del and delx over dely
*/

...NW
id =xx-yy +lenl-1;
if (mis >= delx && mis >= dely[yy])
col1fyy] = mis;
else if (delx >= delyfyy)) {
collfyy] = delx;
ij = dx[id].ijmp;
if (dx[id].jp.n[0] && (!dna || (ndelx >= MAXJMP
&& xx > dx[id].jp.x[ij]+MX) [} mis > dx[id].score+DINSO))



il
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dx[id].ijmp++;

if (++ij >= MAXJMP) {
writejmps(id);
ij = dx[id].ijmp = 0;
dx[id]. offset = offset;

offset += sizeof(struct jmp) + sizeof(offset);

}
dx[id].jp.n[ij] = ndelx;
dx[id].jp.x[ij] = xx;
dx[id]. score = delx;

}

else {
col1[yy] = dely[yy];
ij = dx[id].ijmp;

if (dx[id].jp.n[0]&& (!dna || (ndely[yy] >= MAXJMP

&& xx > dx[id].jp.x[ij] +MX) || mis > dx[id].score+DINSO))

{
dx[id].ijmp++;
if (++ij >= MAXJMP) {
writejmps(id);
ij = dx[id].ijmp = 0;
dx[id] .offset = offset;
offset += sizeof (struct jmp) +
sizeof(offset);
}
}
dx{id].jp.n[ij] = -ndely[yy];
dx{id].jp.x[ij] = xx;
dx[id]. score = delyfyy];
}
if (xx = lenO && yy < lenl) {
I* last col
*l
if (endgaps)

collfyy] -= insO+insl*(len1-yy);



if (coll [yy] > smax) {
smax = coll[yy];

dmax = id; }

}
if (endgaps && xx < len0)
col1[yy-1] -= insO+insl*(len0-xx);
if (colllyy-1] > smax) {
smax = col1[yy-l]:
dmax = id;
}
tmp = colO; colO = coll; coll = tmp;
}
(void) free((char *)ndely);
(void) free((char *)dely);
(void) free((char *)col0);
(void) free((char *)col1); }

I
* print() — only routine visible outside this module

* static:

* getmat() — trace back best path, count matches: print()

* pr_align() — print alignment of described in array p[]: print()

* dumpblock() — dump a block of lines with numbers, stars: pr_align()
* nums() — put out a number line: dumpblock()

* putline() — put out a line (name, [num], seq, [num]): dumpblock()

* stars() - -put a line of stars: dumpblock()

* stripname() — strip any path and prefix from a seqname

*/

#include "nw.h"

#define SPC 3

———

){



#define PJLINE 256  /* maximum output line */
#define P_SPC 3 I* space between name or num and seq */
extern _day[26][26];
int  olen; I* set output line length */
FILE *fx; I* output file */
print
print ()
{

int 1x, 1y, firstgap, lastgap; /* overlap */

if ((fx = fopen(ofile, "w")) == 0) {
fprintf(stderr,"%s: can't write %s\n", prog, ofile);
cleanup(l);

}

fprintf(fx, "<first sequence: %s (length = %d)\n", namex[0], len0);

fprintf(fx, "<second sequence: %s (length = %d)\n", namex{l], len1);

olen = 60;
1x = lenO;
1y = len1;

firstgap = lastgap = 0;

if (dmax < lenl - 1) { /* leading gap in x */
pp[0].spc = firstgap = lenl - dmax - 1;
1y -= pp[0].spc;

}

else if (dmax > len1 - 1) { /* leading gap iny */
ppll].spc = firstgap = dmax - (lenl - 1):
1x -= pp[l].spc;

}

if (dmax0 < len0 - 1) { /* trailing gap in x */
lastgap = len0 — dmax0 -1;
1x -= lastgap;

}

else if (dmax0 > len0 - 1) { [* trailing gap iny */
lastgap = dmax0 - (len0 - 1);
1y -= lastgap;



}
getmat(lx, 1y, firstgap, lastgap);
pr_align();
}
J*
*trace back the best path, count matches
*/
static
getmat(1x, 1y, firstgap, lastgap)
int  1x, 1y; /* "core" (minus endgaps) */
int firstgap, lastgap; /* leading trailing overlap */
{
int nm, i0, il, siz0, sizl;
char outx[32];
double pet;
register n0, n1;
register char *p0, *p1;

/* get total matches, score
*/
i0 =il = siz0 = sizl = 0;

- p0 = seqx[0] + pp[l].spc;
pi = seqxfi] + pp[0].spc;
nO = pp[l].spc + 1;
nl = pp[0]. spc + 1;

nm=0;
while (*p0 && *p1) {
if (siz()) {
pl++;
nl++;
siz0--;

getmat



else if (sizl) {

pO++;
nO++;
sizl—;
}
else {
if (xbm[*p0-'A1&xbm[*pl-'A")
nm++;
if (NO++ == pp[0]. x[i0])
siz0 = pp[0].n[i0++];
if (nl++ == pp[l].x[il])
sizl = pp[l].n[il++]; pO++; ph++;
}
}
[*pct homology:

* if penalizing endgaps, base is the shorter seq

* else, knock off overhangs and take shorter core

*/
if (endgaps)

1x = (len0 < len1)? len0 : len1;
else

Ix=(Ix<1y)? 1x: 1y;

pct = 100.*(double)nm/(double)lx;

fprintf(fx, "\n");

fprintf(fx, "<%d match%s in an overlap of %d: %.2f percent similarity\n", '
nm, (nm == 1)? "™ : "es", 1x, pct);

fprintf(fx, "<gaps in first sequence: %d", gapx);
...getmat
if (gapx) {
(void) sprintf(outx, " (%d %s%s)",
ngapx, (dna)? ‘"base"'residue", (ngapx == 1)? ""s"):
fprintf(fx,"%s", outx);

fprintf(fx, ", gaps in second sequence: %d", gapy);

15°
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if (gapy) {

(void) sprintf(outx, " (%d %s%s)",
ngapy, (dna)? "base":"residue", (ngapy == 1)? """s");
fprintf(fx,"%s", outx);

}
if (dna)
fprintf(fx,
"\n<score: %d (match = %d, mismatch = %d, gap penalty = %d + %d
per base)\n", smax, DMAT, DMIS, DINSO, DINSI);
else
fprintf(fx,
“\n<score: %d (Dayhoff PAM 250 matrix, gap penalty = %d + %d per
residue)\n”, smax, PINSO, PINSI);
if (endgaps)
fprintf(fx,
"<endgaps penalized, left endgap: %d %s%s, right endgap: %d
%s%s\n", firstgap, (dna)? "base" : "residue”, (firstgap == 1)? " : "s",
lastgap, (dna)? "base" : "residue", (lastgap == 1)? "™ : "s");
else
fprintf(fx, "<endgaps not penalized\n");
}
static nm; * matches in core — for checking */
static 1max; I* lengths of stripped file names */
static ij[2]; /* jmp index for a path */
static ncl2]; I* number at start of current line */
static ni[2]; /* current elem number — for gapping */
static siz[2];
static char *ps[2]; /* ptr to current element */
static char *po[2]; I* ptr to next output char slot */
static char out[2][P_LINE]; M * output line */
static char star[P-LINE]; * set by stars() */
*

* print alignment of described in struct path pp]

¥l
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static
pr_align() pr_align
{

int nn; [*char count*/

int more,

register i;

for (i=0, Imax=0;i<2;i++){
nn = stripname(namex|i]);
if (nn > Imax)

Imax = nn;

ncli] = 1;
nifi] = 1;
siz[i] = ij[i] = 0;
psfi] = seqx{i];
pol[i] = out(i]; }
for (nn = nm = 0, more = 1; more; ) {
...pr_align
for (i=more=0;i<2;i++){
/*
* do we have more of this sequence?
*/
if (I*psli])
continue;

more++;

if (ppli].spc) { /* leading space */

*pofif++ =",
ppli].spc--;

}

else if (siz[i)) { /*ina gap ¥/
“pofi++ = -
siz[i]-;



else { * we're putting a seq element
*
*poli] = *psi];
if (islower(*psli]))
*psli] = toupper(*psli]);
poli]++;
ps[i++;

*
*are we at next gap for this seq?
*!
if (nili] == pp[i].x[i[i]) {
I
* we need to merge all gaps
* at this location
*/
siz[i] = pp[i]-n[ij[i]++];
while (nifi] == pp{i].xij{i]])
siz[i] += ppl[i] .n[ij [i]++] ;

}
nifiJ++;
}
}
if (++nn == olen || Imore && nn) {
dumpblock();
for(i=0;i<2;it+)
pol[i] = out[i];
nn=0;}
}
}
}
I

* dump a block of lines, including numbers, stars: pr_align()
*/
static



dumpblock()
dumpblock
{

register i;

for (i=0;i<2;i++)
*po[i}- = \0';

...dumpblock
(void) putc(\n', fx);
for (i=0;i<2; i++){
if (*out[i] && (*out(i] I=" Il *(poli)) t= ")) {
if(i = 0)
nums(i);
if(i==08&*out]l])
stars();
putline(i),
if(i = 0&&*out{l])
fprintf(fx, star);

if(i=I)
nums(i);
}

}
}
I
*put out a number line: dumpblock()
*f
static
nums(ix)
nums

int ix; * index in out[] holding seq line */
{

char nline[P_LINE];

register i.J;

register char *pn, *px, *py;



for (pn = nline, i = 0; i < Imax+P_SPC; i++, pn++)
*pn - ' U;

for (i = nc[ix], py = out[ix]; *py; py++, pn++) {
if ("py =" 1l *py ==")

* it

pn ="
else {
if (1%10==011 (i =1 && nclix] != 1)) {
J=@{i<0)?-:i
for (px=pn; j;j /=10, px--)
*px =j%10 +'0';
if (i<0)
px =,
}
else
pn ="
i++;
}
}
*pn =0
ncfix] = i;

for (pn = nline; *pn; pn++)
(void) putc(*pn, fx);
(void) putc(\n', fx);

/*
* put out a line (name, [num], seq, [num]): dumpblock()
*/

static

putline(ix)

int ix; {

int i;

register char *pX;

putline

...putline



for (px = namex[ix], i = 0; *px && *px ="', px++, i++)
(void) putc(*px, fx);
for (; i < Imax+P_SPC; i++)

(void) putc(’, fx);

I* these count from 1:
*ni[] is current element (from 1)
* nc[] is number at start of current line
*/
for (px = out[ix]; *px; px++)

(void) putc(*px&0x7F, fX);
(void) puto(\n', fx);

}
/*
* put a line of stars (seqs always in out{[0], out[l]): dumpblock()
*/
static
stars()
stars
{
int i;
registér char *p0, *pl, ex, *px;

if (*out[0] Il (*out[0] == " && *(po[0]) == "") Ii
outl] Il (out[l] = " && *(po[l]) == "))

return;

px = star,;

for (i = Imax+P_SPC; i; i--)
px++ ="

for (p0 = out[0], p1 = out[l]; *p0 && *pl; pO++, pl++) {
if (isalpha(*p0) && isalpha(*pl)) {

if (xbm[*pO-'A"1&xbm[*pl-'A") {

CX - kel



nm++;

}
else if (Idna && _day[*pO-'A|[*pl-'A'] > 0)
cx=""
else
cx ="
}
else
ex ="
px++ = ex;
}
*px++ =\n';
*px ="\0';
}
J
* strip path or prefix from pn, return len: pr_align()
*/
static stripname

stripname (pn)

char *pn; /*file name (may be path) */

{
register char *pX, *py;
py = 0;
for (px = pn; *px; px++)
if "px==V)
Py =px +1;
if (py)
(void) strepy(pn, py);
return(strlen(pn));
}

/*



* cleanup() — cleanup any tmp file

* getseq() — read in seq, set dna, len, maxlen

* g_calloc() — calloc() with error checkin

* readjmps() — get the good jmps, from tmp file if necessary
* writejmps() — write a filled array of jmps to a tmp file: nw()
*/

#include "nw.h"

#include <sys/file.h>

char *jname = "/tmp/homgXXXXXX"; * tmp file for jmps */
FILE *fj;
int cleanup(); I* cleanup tmp file */
long Iseek();
*
* remove any tmp file if we blow
*/
cleanup(i) cleanup
inti;
{
if (fj)
(void) unlink(jname);
exit(i);
}
I

* read, return ptr to seq, set dna, len, maxlen
* skip lines starting with *;', '<', or '>'

* seq in upper or lower case

*!

char*

getseq(file, len) getseq
char *file; [* file name */
int *len; /* seq len ™/



char line[1024], *pseq;
register char *PX, *py;
int natgc, tlen;

FILE *fp;

if ((fp = fopen(file,"r")) == 0) {
fprintf(stderr,"%s: can't read %s\n", prog, file);
exit(l);
}
tlen = natgc = 0;
while (fgets(line, 1024, fp)) {
if (*line ="' || *line =='<'|| *line ==">")
continue;
for (px = line; *px 1= \n'; px++)
if (isupper(*px) || islower(*px))
tlen++;
}
if ((pseq = malloc((unsigned)(tlen+6))) == 0) {
fprintf(stderr,"%s: malloc() failed to get %d bytes for %s\n", prog,
tlen+6, file);
exit(l);
}
pseq[0] = pseqfl] = pseq[2] = pseq[3] = "0,

..getseq
Py = pseq + 4;
*len = tlen;

rewind(fp);

while (fgets(line, 1024, fp)) {
if (*line =="'|| *line =='<"|| *line == ">")
continue;
for (px = line; *px I="\n"; px++) {
if (isupper(*px))
“Py+t =7px;
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else if (islower(*px))

*py++ = toupper(*px);
if (index("ATGCU",*(py-1)))

natgc++,
}
}
"py++ = \0;
*py ="\0';
(void) fclose(fp);
dna = natgc > (tlen/3);
return(pseq+4);
}
char *

g_calloc(msg, nx, sz)

g_calloc
char *msg; /* program, calling routine */
int nx sz /* number and size of elements */
{ _
char *px, *calloc();
if ((px = calloc((unsigned)nx, (unsigned)sz)) == 0) {
if ("msg) {
fprintf(stderr, "%s: g_calloc() failed %s (n=%d, sz=%d)\n",
prog, msg, nx, sz);
exit(l);
}
}
return(px);
}
/*

* get final jmps from dx[] or tmp file, set pp[], reset dmax: main()
*/
readjmps()

readjmps
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int fd=-1;
int siz, i0, il;
register i,j, XX;
if@{

(void) fclose(fj);

if ((fd = 'open(jname, O_RDONLY, O)) < 0) {
forintf(stderr, "%s: can't open() %s\n", prog, jname);
cleanup(l); _

}
for (i=1i0 = i1 =0, dmax() = dmax, xx = len(); ; i++) {
while (1) {
for (j = dx[dmax].ijmp; j >= 0 && dx{dmax].jp.x[j] >= xx; j--);

...readjmps

if (j <0 SLSC dxfdmax]. offset SLSL fj) {

(void) Iseek(fd, dx[dmax]. offset, 0);

(void) read(fd, (char *)&dx[dmax].jp, siieof(struct
jmp));

(void) read(fd, (char ")&dx[dmax].  offset,

sizeof(dx[dmax]. offset));

dx[dmax].ijmp = MAXJMP-1;

else
break;
}
if (i >= JMPS) {
fprintf(stderr, "%s: too many gaps in alignment\n”, prog);
cleanup(l);
}
if(j>=0){
siz = dx[dmax].jp.n][j];
xx = dx[dmax].jp.x[j];

dmax += siz;



\et

if (siz<0){ * gap in second seq */
ppli].n[il] = -siz;
XX += §iz;

[*id = xx -yy +len| - 1

*/
pp[l1.X[il] = xx - dmax + lenl - 1;
gapy++, ‘
ngapy -= siz;
/* ignore MAXGAP when doing endgaps */
. siz = (-siz < MAXGAP || endgaps)? -siz : MAXGAP;
i1++;

}

else if (siz > 0) { /* gap in’first seq */
pp[0].n[i0] = siz;
PP[0].x[i0] = xx;
gapx++;
ngapx += siz;

/* ignore MAXGAP when doing endgaps */

siz = (siz < MAXGAP || endgaps)? siz : MAXGAP;
i0++;

else

break;

/* reverse the order of jmps
*/
for (=0, i0~; j <i0; j++, i0-) {
i = ppl0].n[j]; pp[0].n£j] = pp[0].n[i0]; pp[0].n[i0] = i;
i = pp[O].x[j]; pp[0].XEj] = pe[0].X[i0]; pp[0].X[i0] = i;
}
for (j=0,i1-- j <il; j++, il-) {
i = ppll].n{]; ppll].n[i] = pp[l].nill; pp[l].n[il] = i;
i = ppll].xT; pelll-x[] = pp[ll-x{il]; pp[l].x{il] = i;



if (fd >=0)
(void) close(fd);
i (f)) {
(void) unlink(ijname);
fi=0;
offset = 0;

/*

* write a filled jmp struct offset of the prev one (if any): nw()

*/

writejmps(ix) writejmps

int iX;

char *mktemp();

if (1fj) {

if (mktemp(jname) < 0) {
forintf(stderr, "%s: can't mktemp() %s\n", prog, jname);
cleanup(l);

}

if ((fj = fopen(jname, "w")) == 0) {
fprintf(stderr, "%s: can't write %s\n", prog, jname);
exit(l);

}
(void) fwrite((char *)&dx[ix].jp, sizeof(struct jmp), 1, fj);
(void) fwrite((char *)&dx[ix]. offset, sizeof(dx]ix]. offset), 1, fj);

El término “vector”, como se emplea en la presente, tiene la finalidad de
hacer referencia a una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido
nucleico al cual se enlazé. Un tipo de vector es un “plasmido” que hace referencia
a una vuelta circular de ADN de dos hélices al cual se pueden ligar unos
segmentos adicionales de ADN. Otro tipo de vector es un vector fago. Otro tipo
de vector es un vector viral donde adicionalmente los segmentos de ADN se
pueden ligar al genoma viral. Ciertos vectores tienen la capacidad de replicarse
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de forma autébnoma en una célula anfitriona a la cual son introducidos (por
ejemplo, los vectores bacterianos cuyo origen de replicacion es bacteriano y los
vectores episomales de mamiferos). Otros vectores (por ejemplo, vectores no-
episomales de mamiferos) se pueden integrar al genoma de una célula anfitriona
cuando se introducen en la célula anfitriona y en esta forma se replican junto con
el genoma anfitrion. Adicionalmente, ciertos vectores tienen la capacidad de dirigir
la expresion de los genes a los cuales se han enlazado operativamente. En la
presente se hace referencia a estos vectores como ‘“vectores de expresion
recombinantes” (o simplemente, “vectores recombinantes”). En general, los
vectores de expresion con utilidad en las técnicas de ADN recombinante con
frecuencia se encuentran en forma de plasmidos. En la presente especificacion,
“plasmido” y “vector” se pueden intercambiar puesto que el plasmido es la forma
de vector empleada de manera mas comun.

“Polinucledtido” o “acido nucleico” como se emplean en forma
intercambiable en la presente, hacen referencia a polimeros de nucleétidos de
cualquier longitud e incluyen ADN y ARN. Los nucledtidos pueden ser
deoxiribonucledtidos, ribonucledtidos, nucledtidos o bases modificados, y/o sus
analogos, o cualquier sustrato que se puede incorporar a un polimero mediante
ADN o ARN polimerasa, o mediante reaccion sintética. Un polinucleotido puede
comprender nucleétidos modificados, como nucleétidos metilados y sus analogos.
Si se encuentra presente, la modificacién de la estructura del nucleétido se puede
impartir antes o después de la conformacion del polimero. La secuencia de
nucledtidos se puede interrumpir por componentes no-nucledtidos. Un
polinucledtido se puede modificar posteriormente después de la sintesis, como
mediante la conjugacién con una marcacién. Otros tipos de modificaciones
incluyen, por ejemplo, “caps”, sustitucién de uno o varios nucleétidos naturales con
un analogo, modificaciones internucleétidas como por ejemplo, aquellos con
enlaces sin carga (por ejemplo, fosfonatos de metilo, fosfotriésteres,
fosforamidatos, carbamatos, etc.) y con enlaces cargados (por ejemplo,
fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.), aquellos que contienen fracciones
pendientes, como por ejemplo, proteinas (por ejemplo, nucleasas, toxinas,
anticuerpos, peptidas de sefial, pli-L-lisina, etc.), aquellos con intercaladores (por
ejemplo, acridina, psoralen, etc.), aquellos que contienen quelantes (por ejemplo,
metales, metales radioactivos, boron, metales oxidantes, etc.), aquellos que
contienen alquilantes, aquellos con enlaces modificados (por ejemplo, acidos

nucleicos alfa anoméricos, etc.), al igual que la forma sin modificar del (los)



polinucledtido(s). Ademas, cualquiera de los grupos hidroxilo normalmente
presentes en los azlcares se puede reemplazar, por ejemplo, por grupos
fosfonato, grupos fosfato, protegidos por grupos de proteccion estandar, o
activados para preparar unos enlaces adicionales a nucleétidos adicionales o se
pueden conjugar con soportes sélidos o0 semi-sélidos. Los terminales OH 5' y 3
pueden ser fosforilados o sustituidos con aminas o con fracciones organicas del
grupo de revestimiento de 1 a 20 atomos de carbono. Otros hidroxilos también se
pueden derivar a unos grupos de proteccion estandar. Los polinucledtidos
también pueden contener una forma analoga de azlcares de ribosa o deoxiribosa
generalmente conocidos en el arte, incluyendo, por ejemplo, 2'-O-metil-, 2'-O-alil,
2'fluoro- o 2'-azido-ribosa, analogos de azlcar carbociclico, aztcares alfa
anoméricos, azdcares epiméricos como arabinosa, xilosas o lixosas, azlcares de
piranosa, azlcares de furanosa, sedoheptulosa, analogos aciclicos y analogos
abasicos de nucleosida como metilribosida. Se puede reemplazar uno o varios
enlaces de fosfodiéster con unos grupos de enlace alternos. Estos grupos
alternos de enlace incluyen, pero no se limitan a, incorporaciones donde el fosfato
se reemplaza por P(O)S(‘tioato”), P(S)S (“ditioato”), “(O)NR.sub.2 (“amidato”),
P(O)R, P(O)OR', CO o CH.sub.2 (“formacetal’), donde cada R o R' es
independientemente H o alquilo sustituido o sin sustituir (1-20 C) opcionalmente
conteniendo un enlace éter (-O-), arilo, alquenilo, cicloalquilo cicloalquenilo o
araldilo. No todos los enlaces en un polinucledtido tienen que ser idénticos. La
anterior descripcion aplica a todos los polinucleétidos citados en la presente,
incluyendo ARN y DNA.

“Oligonucledtido”, como se emplea en la presente, generalmente hace
referencia a polinucledtidos cortos, generalmente de una sola hélice,
generalmente sintéticos que tienen generalimente, pero no necesariamente, menos
de alrededor de 200 nuclettidos de longitud. Los términos “oligonucledtido” y
“polinucledtido” no son mutuamente excluyentes. La anterior descripcion de los
polinucledtidos es total e igualmente aplicable para los oligonucledtidos.

El termino “factor de crecimiento hepatocitico” o “FCH” como se emplea en
la presente, hace referencia, salvo si especificamente o contextualmente se indica
en contrario, a cualquier polipéptida FCH natural o variante (ya sea natural o
sintética) que es capaz de activar la via de sefalizacion FCH/c-met bajo
condiciones que permiten que este proceso se lleve a cabo. El término “HGF de
tipo natural” generalmente hace referencia a un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos de una proteina FCH natural. El término “secuencia

165



FCH de tipo natural” generalmente hace referencia a una secuencia de
aminoacidos que se encuentra en el FCH natural.

Los términos “anticuerpo” e “inmunoglobulina” se emplean en forma
intercambiable en el sentido mas amplio, e incluyen anticuerpos monoclonales
(por ejemplo, anticuerpos monoclonales de longitud completa o intactos),
anticuerpos policlonales, anticuerpos multivalentes, anticuerpos multiespecificos
(por ejemplo, anticuerpos biespecificos siempre que muestren la actividad
biolégica deseada) y también pueden incluir ciertos fragmentos de anticuerpos
(como se describe en mayor detalle en la presente). Un anticuerpo puede ser
humano, humanizado y/o de afinidad madurada.

“Fragmentos de anticuerpos” comprenden Unicamente una porcidn de un
anticuerpo intacto, donde la porcion preferiblemente retiene por lo menos uno,
preferiblemente la mayoria o la totalidad de las funciones normalmente asociadas
a la citada porcion cuando se encuentra presente en un anticuerpo intacto. En
una incorporacion, un fragmento de anticuerpo comprende un sitio de union de un
antigeno del anticuerpo intacto, y por lo tanto retiene la habilidad de unir el
antigeno. En otra incorporacion, un fragmento de anticuerpo, por ejemplo uno que
comprende la region Fc, retiene por lo menos una de las funciones bioldgicas
normalmente asociada a la regién Fc cuando estd presente en un anticuerpo
intacto, como la unién FcRn, la modulacién de la vida media del anticuerpo, la
funcion ADCC vy la unién complementaria. En una incorporacién, un fragmento de
anticuerpo es un anticuerpo monovalente que tiene una vida media in vivo
sustancialmente similar a la de un anticuerpo intacto. Por ejemplo, el citado
fragmento de anticuerpo puede comprender un brazo de unién de antigeno
enlazado a una secuencia Fc capaz de conferir una estabilidad in vivo al
fragmento. En una incorporacién, un anticuerpo de la invencion es un anticuerpo
de un brazo como se describe en WO02005/063816. En una incorporacion, el
anticuerpo de un brazo comprende mutaciones Fc que constituyen “prominencias”
y “orificios” como se describe en W0O2005/063816. Por ejemplo, una mutacién de
orificio puede ser uno o varios de T366A, L368A y/o Y407V en un polipéptido Fcy
una mutacién de cavidad puede ser T366W.

El término “anticuerpo monoclonal” como se emplea en la presente hace
referencia a un anticuerpo obtenido de una poblacion de anticuerpos
sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién son idénticos excepto por unas mutaciones que pueden

ocurrir en la naturaleza y que pueden estar presentes en cantidades menores.



Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, y se dirigen hacia un
solo antigeno. Adicionalmente, en contraste con preparaciones de anticuerpos
policlonales que tipicamente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos hacia
diferentes determinantes (epitopes), cada anticuerpo monoclonal se dirige hacia
un solo determinante en el antigeno.

Los anticuerpos monoclonales en la presente especificamente incluyen
anticuerpos “quiméricos” en los cuales una porcion de la cadena pesada y/o
liviana es idéntica u homoéloga a las secuencias correspondientes en los
anticuerpos derivados de una especie en particular, o perteneciendo a una clase o
sub-clase de anticuerpo en particular, mientras que el resto de la(s) cadena(s) es
(son) idéntica(s) u homodloga(s) a las secuencias correspondientes en los
anticuerpos derivados de otras especies o perteneciendo a otra clase o sub-clase
de anticuerpo, al igual que fragmentos de los citados anticuerpos, siempre que
muestren la actividad biolégica deseada (Patente de Estados Unidos No.
4,816,567, y Morrison y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci USA 81:6851-6855
(1984)).

Formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos)
son anticuerpos quiméricos que contienen secuencias minimas derivadas de
inmunoglobulina no-humana. Casi siempre, los anticuerpos humanizados son
inmunoglobulinas humanas (anticuerpo aceptor) donde los residuos de una region
hipervariable del aceptor se reemplazan con residuos de una region hipervariable
de una especie no humana (anticuerpo donante) como ratén, rata, conejo o
primate no humano que tiene la especificidad, la afinidad y la capacidad deseadas.
En algunos casos, los residuos de la regién de soporte (FR) de la inmunoglobulina
humana se reemplazan con los residuos no-humanos correspondientes.
Adicionalmente, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que
no se encuentran en el anticuerpo aceptor ni en el anticuerpo donante. Estas
modificaciones se efectian para refinar ain mas el desempefio del anticuerpo. En
general, el anticuerpo humanizado sustancialmente va a comprender todos de por
lo menos uno y tipicamente dos dominios variables, donde todas o
sustancialmente todas las vueltas hipervariables corresponden a aquellas de la
inmunoglobulina no-humana y donde todos o sustancialmente todos los FRs son
aquellos de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo
humanizado opcionalmente también va a comprender por lo menos una porcion de
una inmunoglobulina de regién constante (Fc), tipicamente aquella de una

inmunoglobulina  humana. Para mayores detalles, consultar Jones y
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colaboradores, Nature 321:522-525 (1986); Riechmann y colaboradores, Nature
332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992). Consultar
también los siguientes articulos de revision y las referencias citadas en los
mismos: Vaswani and Hamilton, Ann. Allergy, Asthma & Inmunol. 1:105-115
(1998); Harris, Biochem. Soc. Transactions 23:1035-1038 (1995); Hurle and
Gross, Curr. Op. Biotech. 5:428- 433 (1994).

Un “antigeno” es un antigeno predeterminado al cual se puede unir un
anticuerpo en forma selectiva. El antigeno objetivo puede ser una polipéptida, un
carbohidrato, acido nucleico, lipido, hapteno u otro compuesto natural o sintético.
Preferiblemente, el antigeno objetivo es una polipéptida. Un “soporte humano
aceptor” para los fines de la presente, es un soporte que comprende la secuencia
de aminoacidos de un soporte VL o VH derivado de un soporte de
inmunoglobulina humana o de un soporte consensual humano. Un soporte
humano aceptor “derivado de” un soporte de inmunoglobulina humana o de un
soporte consensual humano puede comprender la misma secuencia de
aminoacidos de este, o puede contener unos cambios preexistentes en la
secuencia de aminoacidos. Cuando se encuentran presentes los cambios
preexistentes del aminoacido, preferiblemente no se encuentran presentes mas de
5 y preferiblemente 4 o menos, o 3 o menos cambios preexistentes de
aminoacidos en un VH; preferiblemente estos cambios son solamente en tres, dos
0 una de las posiciones 7 1H, 73H y 78H; por ejemplo, los residuos de
aminoacidos en estas posiciones pueden ser 7 1A, 73T y/o 78 A. En una
incorporacién, el soporte humano aceptor VL tiene una secuencia idéntica a la
secuencia de soporte humano de inmunoglobulina VL o a la secuencia de soporte
consensual humano.

Un “soporte consensual humano” es un soporte que representa el residuo
de aminoacidos mas comun en una seleccion de inmunoglobulina humana VL o en
secuencias de soporte VH. Generalmente, la seleccién de la inmunoglobulina
humana VL o las secuencias VH se toman de un subgrupo de secuencias de
dominio variable. Generalmente, el subgrupo de secuencias es un subgrupo como
en Kabat y colaboradores. En una incorporacion, para el VL, el subgrupo es el
subgrupo kappa | como en Kabat y colaboradores. En una incorporacion, para el
VH, el subgrupo es el subgrupo Il como en Kabat y colaboradores

Un “soporte consensual VH subgrupo [II" comprende la secuencia
consensual obtenida de las secuencias de aminoacidos en el subgrupo 111 variable

pesado de Kabat y colaboradores. En una incorporacion, la secuencia de soporte
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consensual de aminoacidos VH subgrupo lIl comprende por lo menos una porcion
0o la totalidad de cada una de las siguientes secuencias:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO:42)-H1-WVRQAPGKGLEWV
(SEQ ID NO:43)-H2-RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC (SEQ ID
NO:44)-H3-WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:45).

Un “soporte consensual VL subgrupo I” comprende la secuencia consensual
obtenida a partir de las secuencias de aminoacidos en el subgrupo | kappa
variable liviana de Kabat y colaboradores. En una incorporacion, la secuencia de
soporte consensual de aminoacidos VH subgrupo | comprende por lo menos una
porcion o la totalidad de cada una de las siguientes secuencias:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO:46)-L1-WYQQKPGKAPKLLIY
(SEQ ID NO:47)-L2-GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID
NO:48)-L3-FGQGTKVEIK (SEQ ID NO:49).

Un “soporte humano sin modificar” es un soporte humano que tiene la
misma secuencia de aminoacidos que el soporte humano aceptor, por ejemplo
carece de sustitucion(es) de aminoacidos humano a no-humano en el soporte
humano aceptor.

Una “region hipervariable alterada” para los efectos de la presente, es una
region hipervariable que comprende uno o varios (por ejemplo uno hasta alrededor
de 16) sustitucién(es) de aminoacidos en la misma.

Una “region hipervariable sin modificar” para los efectos de la presente, es
una region hipervariable que tiene la misma secuencia de aminoécidos que un
anticuerpo no-humano del cual se derivo, es decir uno que carece de una o varias
sustituciones de aminoacidos en el mismo.

El termino “regién hipervariable”, “HVR”, o “HV”, cuando se emplea en la
presente, hace referencia a las regiones de un dominio variable de anticuerpo que
son hipervariables en secuencia y/o forman unas vueltas estructuralmente
definidas. Generalmente, los anticuerpos comprenden seis regiones
hipervariables; tres en el VH (H1, H2, H3) y tres en el VL (LI, L2, L3). Un nimero
de delineaciones de regién hipervariable se encuentran en uso y se encuentran
abarcadas en la presente. Las Regiones de Determinacion Complementaria de
Kabat (CDRs) se basan en la variabilidad de la secuencia y son las que se
emplean con mas frecuencia (Kabat y colaboradores, Sequences of Proteins of
Inmunological Interest, Edicion 5, Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD. (1991)). Sin embargo, Chothia hace referencia a la
ubicacion de las vueltas estructurales (Chothia and Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917

161



(1987)). Las regiones hipervariables AbM representan un compromiso entre los
CDRs de Kabat y las vueltas estructurales de Chothia y son empleados por el
software de modelacién de anticuerpos AbM de Oxford Molecular. Las regiones
hipervariables de “contacto” se basan en un analisis de las complejas estructuras
de cristal disponibles. Los residuos de cada una de estas regiones hipervariables
se anotan abajo.

Vuelta Kabat AbM Chothia Contacto

L1 L24-134  124-134 1 26-L32 L30-L36
L2 L.50-L56  L50-L56  L50-L52  L46-L55
L3 L89-L97  L89-L97 L91-L96  L89-L96
H1 H31-H35B H26-H35B H26-H32 H30-H35B
(Numeracién Kabat)

H1 H31-H356 H26-H35 H26-H32 H30-H35
(Numeracion Chothia)

H2 H50-H65 H50-H58 H53-H55 H47-H58
H3 H95-H102 H95-H102 H96-H101 H93-H101

Las regiones hipervariables pueden comprender “regiones hipervariables
extendidas” como sigue: 24-36 o 24-34 (LI), 46-56 o 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en el
VL y 26-35 (HI), 50-65 o0 49-65 (H2) y 93- 102, 94-102 0 95-102 (H3) en el VH.
Los residuos del dominio variable estan enumerados de acuerdo con Kabat y
colaboradores, supra para cada una de estas definiciones.

Residuos de “soporte” o “FR” son aquellos residuos de dominio variable
diferentes a los residuos de regién hipervariable como se definen en la presente.

Un “anticuerpo humano” es uno que posee una secuencia de aminoacidos
que corresponde a la de un anticuerpo producido por un humano y/o que se ha
manufacturado empleando cualquiera de las técnicas para manufacturar
anticuerpos humanos como se divulga en la presente. Esta definicion de
anticuerpo humano especificamente excluye un anticuerpo humanizado que
comprende residuos de unién de antigeno no-humano.

Un anticuerpo de “afinidad madurada” es uno con una o varias alteraciones
en uno o en varios CDRs del mismo que resultan en un mejoramiento de la
afinidad del anticuerpo para el antigeno, cuando se compara con un anticuerpo
progenitor que no posee esta(s) alteracion(es). Los anticuerpos de afinidad

madurada preferidos tendran afinidades nanomolares o incluso picomolares para
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el antigeno objetivo. Los anticuerpos de afinidad madurada se producen mediante
procedimientos conocidos en el arte. Marks y colaboradores Bio/Technology
10:779-783 (1992) describen la maduracién de afinidad como la combinacién de
dominios VH y VL. La mutagénesis aleatoria de CDR y/o de residuos de soporte
se describe por Barbas y colaboradores, Proc Nat. Acad. Sd, USA 91:3809-3813
(1994); Schier y colaboradores Gene 169: 147-155 (1995); Yelton y colaboradores,
J. Inmunol. 155: 1994-2004 (1995); Jackson y colaboradores, J. Inmunol.
154(7):3310-9 (1995);, y Hawkins y colaboradores, J. Mol. Biol. 226:889-896
(1992).

Un anticuerpo “de bloqueo” o un anticuerpo “antagonista” es uno que inhibe
o reduce la actividad biolégica del antigeno que fija. Los anticuerpos de blogqueo
preferidos o los anticuerpos antagonistas sustancialmente o completamente
inhiben la actividad bioldgica del antigeno.

Un “anticuerpo agonista”, como se emplea en la presente, es un anticuerpo
que imita por lo menos una de las actividades funcionales de un polipéptido de
interés.

Un “desorden” es cualquier condicién que se beneficiaria del tratamiento
con una sustancia/molécula o método de la invencién. Estos incluyen desérdenes
cronicos y agudos o enfermedades incluyendo aquellas condiciones patolégicas
que predisponen el mamifero al desorden en cuestion. Ejemplos no limitantes de
los desoérdenes a ser tratados en la presente incluyen tumores malignos y
benignos; neoplasias no relacionadas con leucemia y linfoides; desérdenes
neuronales, gliales, astrocitales, hipotaldmicas y otros desérdenes glandulares,
macrofagos, epiteliales, estromales y blastocoélicos; y desérdenes inflamatorios,
inmunoldgicos y otros desérdenes relacionados con la angiogénesis.

Los términos “desorden de proliferacion celular” y “desorden proliferativo”
hacen referencia a desérdenes asociados con determinado grado de proliferaciéon
celular anormal. En una incorporacion, el desorden de proliferacion celular es
cancer.

“Tumor®, como se emplea en la presente, hace referencia a todo el
crecimiento y la proliferacién neoplasica de las células, bien sea maligna o
benigna, a todas las células y a todos los tejidos pre-cancerosos y cancerosos.

tL I 1

Los términos “cancer”, “canceroso”, “desorden de proliferacion celular’, “desorden
proliferativo” y “tumor” no son mutuamente excluyentes, como se hace referencia a

los mismos en la presente.
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Los términos “cancer’ y “canceroso” hacen referencia a o describen la
condicion fisioldgica de los mamiferos que se caracteriza tipicamente por un
crecimiento/una proliferacién celular irregular. Ejemplos de cancer incluyen pero
no se limitan a carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia. Mas ejemplos
particulares de dichos canceres incluyen carcinoma escamoso, carcinoma
microcitico de pulmén, carcinoma no microcitico de pulmén, adenocarcinoma de
pulmén, carcinoma escamoso de pulmén, cancer de peritoneo, cancer
hepatocelular, cancer gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma, céancer
cervical, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma, cancer
de mama, cancer de colon, cancer colorrectal, carcinoma endometrial o uterino,
carcinoma de glandula salivar, cancer de rifién, cancer de higado, cancer de
préstata, cancer vulvar, cancer de tiroides, carcinoma hepatico y varios tipos de
cancer de cabeza y cuello.

La desregulacién de la angiogénesis puede conducir a muchos desérdenes
que pueden ser tratados mediante composiciones y métodos de la invencion.
Estos desdrdenes incluyen condiciones neoplasicas y no neoplasicas. Las
neoplasias incluyen pero no se limitan a aquellas descritas arriba. Los desérdenes
no neoplasicos incluyen pero no se limitan a una hipertrofia no deseada o
aberrante, artritis, artritis reumatoidea (RA), psoriasis, placas psoriasicas,
sarcoidosis, ateroesclerosis, placas ateroescleroticas; retinopatias diabéticas y
otras retinopatias incluyendo retinopatia del prematuro, fibroplasia retrolental,
glaucoma neovascular, degeneracion macular relacionada con la edad, edema
macular diabético, neovascularizacién de cornea, neovascularizacién por injerto de
cornea, rechazo de injerto de cornea, neovascularizacion retinal/coroidal,
neovascularizacién del angulo (rubeosis), enfermedad neovascular ocular,
restenosis vascular, malformaciones arteriovenosas (AVM), meningioma,
hemangioma, angiofibroma, hiperplasias de tiroides (incluyendo la enfermedad de
Graves-Basedow), transplante de cornea y de otros tejidos, inflamacién crénica,
inflamacion pulmonar, lesién aguda de pulmén/ARDS, sepsis, hipertension
pulmonar primaria, efusiones pleurales malignas, edema cerebral (por ejemplo,
asociado con isquemia aguda / traumatismo craneoencefalico cerrado / trauma),
inflamacion sinuvial, formacién de pafio sinuvial en RA, osificacion heterotépica,
formacion hipertrépica de hueso, osteoartritis (OA), ascitis resistentes, enfermedad
ovarica poliquistica, endometriosis, 3er espacio de enfermedades de liquidos
(pancreatitis, sindrome compartimental, quemaduras, enfermedad intestinal),

fibroides uterinos, trabajo de parto prematuro, inflamacién crénica como IBD
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(Enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa), rechazo de aloinjerto renal, enfermedad
intestinal inflamatoria, sindrome nefrético, crecimiento de masa de tejido no
deseado o aberrante (no- cancer), artropia hemofilica, cicatrices hipertréficas,
inhibicion de crecimiento de vello, sindrome Osler-Weber, granuloma piégeno,
fibroplasias retrolenticulares, esclerodermia, tracoma, adhesiones vasculares,
sinovitis, dermatitis, preeclampsia, ascitis, derrame pericardico (como el asociado
a la pericarditis) y derrame pleural.

Como se emplea en la presente, “tratamiento” hace referencia a una
intervencidn clinica con el objeto de alterar el curso natural del individuo o de la
célula que se esta tratando, y se puede efectuar ya sea para la profilaxis o
durante el transcurso de la patologia clinica. Los efectos deseables del
tratamiento incluyen prevenir la ocurrencia o recurrencia de una enfermedad,
aliviar los sintomas, disminuir cualquier consecuencia patoldgica directa o indirecta
de la enfermedad, prevenir la metastasis, reducir la tasa de progresion de la
enfermedad, mejorar o tratar en forma paliativa el estado de la enfermedad y la
remision o un mejor pronéstico. En algunas incorporaciones, los anticuerpos de Ia
invencién se emplean para retardar el progreso de una enfermedad o desorden.

Una “cantidad efectiva” hace referencia a una cantidad efectiva, a unas
dosis y durante unos periodos de tiempo necesarios para alcanzar el resultado
terapeutico o profilactico esperado.

Una “cantidad terapéuticamente efectiva” de una sustancia/molécula de la
invencion, agonista o antagonista puede variar de acuerdo con factores como el
estado de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del individuo y la habilidad de
la sustancia/molécula, agonista o antagonista para producir una respuesta
deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente efectiva es igualmente
una donde cualquier efecto toxico o nocivo de la sustancia/molécula, agonista o
antagonista es menor que los efectos terapéuticamente benéficos. Una “cantidad
profilacticamente efectiva” hace referencia a una cantidad efectiva, a unas dosis y
por unos periodos de tiempo necesarios para alcanzar el resultado profilactico
esperado. Tipicamente, pero no necesariamente, puesto que se emplea una dosis
profilactica en individuos antes de o en una etapa inicial de la enfermedad, la
cantidad profilacticamente efectiva serd menor que la cantidad terapéuticamente
efectiva.

El término “agente citotéxico” como se emplea en la presente hace
referencia a una sustancia que inhibe o previene la funcién de las células y/o

causa la destruccion de las células. El término tiene la finalidad de incluir isétopos



radioactivos (por ejemplo, At?", ®" '35 Y90 R Re'® sm's3 Bi?'? p2 ¢
is6topos radioactivos de Lu), quimioagentes terapéuticos por ejemplo metotrexato,
adriamicina, vinca alcaloides (vincristina, vinblastina, etoposida), doxorubicina,
melfalano, mitomicina C, clorambucil, daunorubicina u otros agentes de
intercalado, enzimas y fragmentos de los mismos tales como enzimas
nucleoliticas, antibidticos y toxinas tales como toxinas de molécula pequefa o
toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungal, de plantas o animal,
incluyendo fragmentos y/o variantes de los mismos y los diferentes agentes
antitumorales y anticancerigenos divulgados abajo. Otros agentes citotoxicos se
describen abajo. Un agente tumoricida causa la destruccion de las células del
tumor.

Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico Gtil en el
tratamiento del cancer. Ejemplos de quimioagentes terapéuticos incluyen agentes
alquilantes como tiotepa y CYTOXAN® ciclosfosfamidamida; alquilsulfonatos
como busulfano, improsulfano y piposulfano; aziridinas como benzodopa,
carboquona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilamelaminas incluyendo
altretamina, trietilenemelamina, trietilenefosforamida, trietilenetiofosforamida y
trimetilolomelamina; acetogeninas (especialmente bulatacina y bulatacinona);
delta-9- tetrahidrocannabinol (dronabinol, MARINOL®); beta-lapachona; lapachol;
colchicinas; acido betulinico; una camptotecina (incluyendo el analogo topotecano
sintético (HYCAMTIN®), CPT-1I (irinotecano, CAMPTOSAR®), acetilcamptotecina,
escopolectina 'y 9-aminocamptotecina); briostatina; calistatina; CC- 1065
(incluyendo sus andlogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina);
podofilotoxina; 4&cido podofilinico; teniposida; criptoficinas (particularmente
criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluyendo los analogos
sintéticos, KW-2189 y CBI-TMI); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina;
espongistatina; mostazas de nitrogeno como clorambucil, clornafazina,
colofosfamidamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, 6xido de hidrocloruro
de mecloretamina, melfalano, novembicina, fenesterina, prednimustina,
trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrolreas como carmustina, clorozotozina,
fotemustina, lomustina, nimustina y ranimnustina; antibiéticos como antibiéticos de
tipo enodiino (por ejemplo, calicheamicina, especialmente calicheamicina
gammatl y calicheamicina omegal1 (consultar por ejemplo, Agnew, Chem Intl. Ed.
Engl., 33: 183-186 (1994)); dinemicina, incluyendo dinemicina A; una
esperamicina; al igual que neocarcinoestatina cromoforo y croméforos de

antibidticos de tipo enodiino de cromoproteina), aclacinomicinas, actinomicina,
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autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, carminomicina,
carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorubicina, detorubicina, 6-diazo-5-
oxo-L-norleucina,  ADRIAMICINA®  doxorubicina  (incluyendo  morfolino-
doxorubicina, cianomorfolino-doxorubicina, 2-pirrolino-doxorubicina y
deoxidoxorubicina), epirubicina, esorubicina, idarabicina, marcelomicina,
mitomicinas como mitomicina C, acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas,
peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina,
estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorubicina; anti-metabolitos
como metotrexato y S-fluorouracilo (5-FU); analogos de &cido félico como
denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de purina como
fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina como
ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, dideoxiuridina,
doxifluridina, enocitabina, floxuridina; androgenos como calusterona, propionato de
dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; anti- suprarrenales como
aminoglutetimida, mitotano, trilostana; reabastecimiento de acido félico como acido
frolinico; aceglatona; aldofosfamidamida glicosida; 4cido aminolevulinico;
eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina:
demecolcina; diaziquona; elfornitina; acetato de eliptinio; una epotilona; etoglucida;
nitrato de galio; hidroxitrea; lentinano; lonidainina; maitansinoides como
maitansina y ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina:
pentostatina; fenamet; pirarubicina; losoxantrona; 2-etilhidrazida; procarbacina:
PSK® complejo polisacarida (JHS Natural Products, Eugene, OR); razoxano;
riizoxina; sizofirano; espirogermanio; acido tenuazénico; triaziquona; 2,2',2"-
triclorotrietilamina; trichotecenos (especialmente T-2 toxina, verracurina A, roridina
A y anguidina); uretano; vindesina (ELDISINE®, FILDESIN®); dacarbacina;
mannomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gacitosina; arabinosida (“Ara-
C"); tiotepa; taxoides, por ejemplo, TAXOL® paclitaxel (Bristol-Myers Squibb
Oncology, Princeton, NJ.), ABRAXANO™ libre de creméforo, formulacién de
microparticulas construidas con albtimina de paclitaxel (American Pharmaceutical
Partners, Schaumberg, lllinois) y TAXOTERE® doxetaxel (Rhéne-Poulenc Rorer,
Antony,  France); cloranbucil;, gemcitabina (GEMZAR®); 6-tioguanina;
mercaptopurina; metotrexato; analogos de platino como cisplatina y carboplatina;
vinblastina (VELBAN®); platino; etoposida (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona:
vincristina (ONCOVIN®); oxaliplatino; leucovovina; vinorelbina (NAVELBINE®);
novantrona; edatrexato; daunomicina; aminopterina; ibandronato; inhibidor de

topoisomerasa RFS 2000; difluorometlilornitina (DMFO):; retinoides como acido



retinoico; capecitabina (XELODA®); sales, acidos o derivados de cualquiera de los
anteriores farmacéuticamente aceptables; al igual que combinaciones de dos o
mas de los anteriores como CHOP, una abreviatura para una terapia combinada
de ciclofosfamidamida, doxorubicina, vincristina y prednisolona y FOLFOX, una
abreviatura para un régimen de tratamiento con oxaliplatina (ELOXATIN™)
combinado con 5-FU y leucovovina.

Ilgualmente en esta definicidn se incluyen los agentes anti-hormonales que
actban para regular, reducir, bloquear o inhibir los efectos de las hormonas que
pueden estimular el crecimiento del cancer, y con frecuencia se encuentran en
forma de tratamientos sistémicos o que afectan todo el cuerpo. Estos mismos
pueden ser hormonas. Los ejemplos incluyen anti- estrégenos y moduladores
selectivos del aceptor estrogénico (SERMSs), incluyendo, por ejemplo, tamoxifeno
(incluyendo NOLVADEX® tamoxifen), EVISTA® raloxifeno, droloxifeno, 4-
hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LYl 17018, onapristona y FARESTON®
toremifeno; anti-progesteronas; regulacion por disminucién del estrégeno aceptor
(ERDs); agentes que funcionan para suprimir o cerrar los ovarios, por ejemplo,
agonistas (LHRH) de la hormona liberadora de la hormona luteinizante como
LUPRON® y ELIGARD® acetato de leuprolida, acetato de goserelina, acetato de
buserelina y tripterelina; otros anti-andrégenos como flutamida, nilutamida y
bicalutamida; e inhibidores de aromatasa que inhiben la enzima aromatasa, que
regula la produccién de estrégeno en las glandulas suprarrenales como por
ejemplo, 4(5)-imidazoles, aminoglutetimida, MEGASE® acetato de megestrol,
AROMASIN® exemestana, formestania, fadrozole, RIVISOR® vorozole,
FEMARA® letrozole y ARIMIDEX® anastrozole. Adicionalmente, dicha definiciéon
de quimioagentes terapéuticos incluye bisfosfonatos como clodronato (por
ejemplo, BONEFOS® u OSTAC®), DIDROCAL® etidronato, NE-58095,
ZOMETA® éacido zoledrénico /zoledronato, FOSAMAX® alendronato, AREDIA®
pamidronato, SKELID® tiludronato, o ACTONEL® risedronato; al igual que
troxacitabina (un analogo 1,3-dioxolan nucleosida citosina); oligonucleétidos
complementarios, particularmente aquellos que inhiben la expresion de genes en
vias de sefializacion implicadas en la proliferacion celular aberrante, como por
ejemplo, PKC-alfa, Raf, H-Ras y aceptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGF-R); vacunas como la vacuna THERATOPE® y vacunas de terapia genética
por ejemplo, la vacuna ALLOVECTIN®, la vacuna LEUVECTIN® y la vacuna
VAXID®; LURTOTECAN® inhibidor de topoisomerasa 1; ABARELIX® rmRH:;
lapatinib ditosilato (un ErbB-2 y EGFR inhibidor dual de molécula pequefia de la



tirosina cinasa también conocida como GW572016); y sales, acidos o derivados
de cualquiera de los anteriores farmacéuticamente aceptables.

Un “agente inhibidor de crecimiento” cuando se emplea en la presente hace
referencia a un compuesto o a una composicién que inhibe el crecimiento de una
célula cuyo crecimiento depende del FCH/la activacion c-met bien sea in vitro o in
vivo. Por lo tanto, el agente inhibidor de crecimiento puede ser uno que
significativamente reduce el porcentaje de células dependientes del FCH/de la c-
met en la fase S. Ejemplos de agentes inhibidores de crecimiento incluyen
agentes que bloguean la progresion del ciclo celular (en un punto diferente al de Ia
fase S), como los agentes que inducen la detencion Gl y la detencion de la fase M.
Los bloqueadores clasicos de la fase M incluyen las vincas (vincristina vy
vinblastina), los taxanos y los inhibidores topoisomerasa 1l como doxorubicina,
epirabicina, daunorubicina, etoposida y bleomicina. Aquellos agentes que detienen
el Gl también se trasladan a la detencién de la fase S, por ejemplo, agentes
alquilantes de ADN como tamoxifeno, prednisona, dacarbazina, mecloretamina,
cisplatina, metotréxato, S-fluorouracil y ara-C. Se puede encontrar mayor

informacion en The Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn and Israel, eds.,

Capitulo 1, titulado “Cell cycle regulation, oncogenes and antineoplastic drugs” por
Murakami y colaboradores (WB Saunders: Filadelfia, 1995), especialmente p. 13.
Los taxanos (paclitaxel y docetaxel) son farmacos anticancerigenos derivados
ambos del arbol de tejo. Docetaxel (TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer),
derivado del arbol de tejo europeo es un analogo semi-sintético de paclitaxel
(TAXOL®, Bristol-Myers Squibb). Paclitaxel y docetaxel estimulan la formacion de
microtibulos de dimeros de tubulina y estabilizan los microtibulos previniendo la
despolimerizacién, que resulta en la inhibicion de la mitosis celular.

“Doxorubicina” es un antibidtico antraciclino. E! nombre quimico completo
de la  doxorubicina es (8S- cis)-10-[(3-amino-2,3,6-trideoxi-a-L-lixo-
hexapiranosil)oxi]-7,8,9, 10-tetrahidro-6,8,1 |- trihidroxi-8-(hidroxiacetil)-I-metoxi-
5,12-naftacenediona.

Generando anticuerpos variantes que exhiben una reduccidn o una ausencia de
respuesta HAMA

La reduccién o eliminacion de una respuesta HAMA es un aspecto
significativo del desarrollo clinico de agentes terapéuticos apropiados. Consultar
por ejemplo, Khaxzaeli y colaboradores, J. Natl. Cancer Inst. (1988), 80:937;
Jaffers y colaboradores, Transplantation (1986), 41:572; Shawler y colaboradores,
J. Inmunol. (1985), 135: 1530; Sears y colaboradores, J. Biol. Response Mod.



(1984), 3: 138; Miller y colaboradores, Blood (1983), 62:988; Hakimi y
colaboradores, J. Inmunol. (1991), 147:1352; Reichmann y colaboradores, Nature
(1988), 332:323; Junghans y colaboradores, Cancer Res. (1990), 50: 1495. Como
se describe en la presente, la invencion dispone unos anticuerpos que son
humanizados de manera que la respuesta HAMA se reduce o elimina. Las
variantes de estos anticuerpos se pueden obtener adicionalmente empleando
unos métodos de rutina conocidos en el arte, algunos de los cuales se describen
en mas detalle abajo.

Por ejemplo, una secuencia de aminoacidos de un anticuerpo como se
describe en la presente puede servir como una secuencia de partida (progenitora)
para la diversificacion del soporte y/o la(s) secuencia(s) hipervariable(s). En la
presente se hace referencia a una secuencia de soporte seleccionada a la cual se
fija una secuencia hipervariable de partida, como un soporte humano aceptor.
Mientras los soportes humanos aceptores pueden ser o se pueden derivar de una
inmunoglobulina humana (las regiones VL y/o VH de los mismos), preferiblemente
los soportes humanos aceptores provienen o se derivan de una secuencia de
soporte humano consensual como que se ha demostrado que estos soportes
tienen una inmunogenicidad minima o inexistente en los pacientes humanos.

Cuando el aceptor se deriva de una inmunoglobulina humana,
opcionalmente se puede seleccionar una secuencia de soporte humano que se
selecciona con base en su homologia con la secuencia del donante alineando la
secuencia de soporte del donante con varias secuencias de soporte humano en un
conjunto de secuencias de soporte humano y seleccionar la secuencia de soporte
mas homéloga como el aceptor.

En una incorporacién, soportes consensuales humanos en la presente
provienen o se derivan de subgrupo VH y/o de secuencias de soporte
consensuales VL kappa subgrupo |.

Por lo tanto, el soporte humano aceptor VH puede comprender uno, dos,
tres o la totalidad de las siguientes secuencias de soporte:

FR1 que comprende EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID No:42),

FR2 que comprende WVRQAPGKGLEWV (SEQ ID No:43),

FR3 que comprende FR3 comprende
RFTISX1DX2SKNTX3YLQMNSLRAEDTAVYYC (SEQ ID No:50), donde Xl es A o
R,X2esToNyX3esAolL,

FR4 que comprende WGQGTLVTVSS (SEQ ID No:45).

Ejemplos de soportes consensuales VH incluyen:
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soporte conéensual humano VH subgrupo | menos Kabat CDRs (SEQ ID No: 19);
soporte consensual humano VH subgrupo | menos regiones hipervariables
extendidas (SEQ ID Nos:20- 22);
soporte consensual humano VH subgrupo |l menos Kabat CDRs (SEQ ID No:23);
soporte consensual humano VH subgrupo |l menos regiones hipervariables
extendidas (SEQ ID Nos:24-26);
soporte consensual humano VH subgrupo HI menos Kabat CDRs (SEQ ID No:27);
soporte consensual humano VH subgrupo HI menos regiones hipervariables
extendidas (SEQ ID No:28-30);
soporte consensual humano aceptor VH menos Kabat CDRs (SEQ ID No:31):
soporte consensual humano aceptor VH menos regiones hipervariables
extendidas (SEQ ID Nos:32-33);
soporte consensual humano aceptor VH 2 menos Kabat CDRs (SEQ ID No:34); o
soporte consensual humano aceptor VH 2 menos regiones hipervariables
extendidas (SEQ ID Nos:35-37).

En una incorporacion, el soporte humano aceptor VH comprende uno, dos,
tres o la totalidad de las siguientes secuencias de soporte:
FR1 que comprende EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID No:42),
FR2 que comprende WVRQAPGKGLEWYV (SEQ ID No:43),
FR3 que comprende RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYC (SEQ ID No:51),
RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCA (SEQ ID No:52),
RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAR (SEQ ID No:53),
RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCS (SEQ ID No:54), o
RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSR (SEQ ID No:55)
FR4 que comprende WGQGTLVTVSS (SEQ ID No:45).

El soporte humano aceptor VL puede comprender uno, dos, tres o la
totalidad de las siguientes secuencias de soporte:
FR1 que comprende DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID No:46),
FR2 que comprende WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID No:47),
FR3 que comprende GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID
No:48),
FR4 que comprende FGQGTKVEIK (SEQ ID No:49).
Ejemplos de soportes consensuales VL incluyen:
soporte consensual subgrupo | kappa humano VL(SEQ ID No: 38);
soporte consensual subgrupo Il kappa humano VL(SEQ ID NO:39);
soporte consensual humano VL kappa subgrupo lil (SEQ ID NO:40); o



soporte consensual subgrupo IV kappa humano VL(SEQ ID No:41).

Aunque el aceptor puede tener una secuencia idéntica a la secuencia de
soporte humano seleccionada, ya sea en forma de una inmunoglobulina humana o
de un soporte consensual humano, la presente invencion contempla que la
secuencia del aceptor puede comprender sustituciones preexistentes de
aminoacidos relativas a la secuencia de la inmunoglobulina humana o a la
secuencia de soporte consensual humano. Estas sustituciones preexistentes
preferiblemente son minimas; normalmente cuatro, tres, dos o una diferencia de
aminoacido relativas a la secuencia de la inmunoglobulina humana o a la
secuencia de soporte consensual.

Los residuos de regién hipervariable de un anticuerpo no-humano se
incorporan al VL y/o al soporte humano aceptor VHs. Por ejemplo, se podrian
incorporar residuos que corresponden a los residuos Kabat CDR, a los residuos de
la vuelta hipervariable Chothia, a los residuos Abm y/o a los residuos de contacto.
Opcionalmente, se incorporan los residuos de la regién hipervariable extend‘i'da
como sigue,: 24-34 (LI), 50-56 (L2) y 89-97 (L3), 26-35 (HI), 50-65 o0 49-65 (H2) y
93-102, 94-102, 0 95-102 (H3).

Aunque en la presente se discute la “incorporacion” de residuos de la regién
hipervariable, se apreciara que ello se puede lograr de varias formas, por ejemplo,
el acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos deseada se puede
generar mediante la mutacién del acido nucleico que codifica la secuencia de
dominio variable del raton de manera que los residuos del soporte de este se
cambien a residuos del soporte humano aceptor o mediante la mutacion de acido
nucleico que codifica la secuencia de dominio variable humano de manera que los
residuos del hiperdominio variable se modifiquen a residuos no humanos, o
mediante la sintesis del acido nucleico que codifica la secuencia deseada, etc.

En los ejemplos en la presente, las variantes de la region hipervariable-
injertada se generaron mediante la mutagénesis Kunkel del acido nucleico que
codifican las secuencias humanas aceptoras, empleando un oligonucleétido
separado para cada region hipervariable. Kunkel y colaboradores, Methods
Enzymol. 154:367-382 (1987). Se pueden introducir unos cambios apropiados en
el soporte y/o la regién hipervariable, empleando técnicas de rutina, para corregir y
reestablecer las interacciones apropiadas de region hipervariable-antigeno.

Se puede emplear la representacion fago (a la cual también se hace
referencia en la presente como la representacion fago en algunos contextos) como

un método conveniente y rapido para generar y detectar diversos anticuerpos



variantes potenciales en una biblioteca generada por una seleccion aleatoria de la
secuencia. Sin embargo, una persona con destreza en el arte conoce otros
metodos para fabricar y cribar anticuerpos alterados

La tecnologia de representacion fago siempre ha sido una herramienta
poderosa para generar y seleccionar unas proteinas novedosas que se fijan a un
ligando, como un antigeno. Al emplear las técnicas de representacion fago es
posible generar grandes bibliotecas de variantes de proteinas que se pueden
clasificar répidamente para aquellas secuencias que se unen a una molécula
objetivo con gran afinidad. Los acidos nucleicos que codifican las polipéptidas
variantes generalmente se fusionan a una secuencia de acido nucleico que
codifica una proteina de capa viral, como la proteina de gen Ili o la proteina de
gen VIIl. Se han desarrollado los sistemas de representacion fago monovalente
donde la secuencia del acido nucleico que codifica la proteina o la polipéptida se
fusiona a una secuencia de acido nucleico que codifica una porcion de la proteina
del gen Ill. (Bass, S., Proteins, 8:309 (1990); Lowman and Wells, Methods: A
Companion to Methods in Enzymology, 3:205 (1991)). En un sistema de
representacion fago monovalente, la fusion del gen se expresa a niveles bajos y
las proteinas de gen Il de tipo natural también se expresan de manera que se
conserva la inefectividad de las particulas. Los métodos para generar bibliotecas
peptidas y para detectar esas bibliotecas han sido divulgados en muchas patentes
(por ejemplo Patente de Estados Unidos No. 5,723,286, Patente de Estados
Unidos No. 5,432, 018, Patente de Estados Unidos No. 5,680,717, Patente de
Estados Unidos No. 5,427,908 y Patente de Estados Unidos No. 5,498,530).

Las bibliotecas de los anticuerpos o las polipéptidas que se unen al
antigeno se han preparado de multiples formas incluyendo mediante la alteracion
de un solo gen insertando unas secuencias aleatorias de ADN o mediante la
clonacién de una familia de genes relacionados. Los métodos para representar
los anticuerpos o los fragmentos que fijan el antigenc empleando una
representacion fago han sido descritos en las Patentes de Estados Unidos Nos.
5,750,373, 5,733,743, 5,837,242, 5,969,108, 6,172,197, 5,580,717 y 5,658,727.
Luego se efectlia una clasificacién sistematica de la biblioteca para encontrar la
expresion de los anticuerpos o las proteinas que fijan el antigeno con las
caracteristicas deseadas.

Los métodos para sustituir un aminoacido determinado en un modelo de
acido nucleico se encuentran bien establecidos en el arte, y algunos de estos se

describen en la presente. Por ejemplo, los residuos de region hipervariable se



pueden sustituir empleando el método Kunkel. Consultar por ejemplo, Kunkel y
colaboradores, Methods Enzymol. 154:367-382 (1987).

La secuencia de oligonucledtidos incluye uno o varios de los conjuntos de
codones designados para los residuos de regidon hipervariable que se van a
alterar. Un conjunto de codones es un conjunto de diferentes secuencias de
tripletes de nucledtidos empleados para codificar la variante deseada de
aminoacidos. Los conjuntos de codones se pueden representar empleando unos
simbolos para designar unos nucledtidos en particular, o unas mezclas
equimolares de nucleétidos como se muestra abajo, de acuerdo con el codigo IUB.

CODIGOS 1UB

G Guanina

A Adenina

T Timina

C Citosina

R(AoQG)

Y(CoT)

M(AoC)

K({GoT)

S(CoQG)

W(AO0T)

HAo0CoT)

B(CoGoT)

V(AoCoG)

D(AoGoT)H

N(AoCoGoT)

Por ejemplo, en el conjunto de codones DVK, D puede ser nucleétidos A o
GoT,; Vpuede ser Ao G o C; y K puede ser G o T. Este conjunto de codones
puede presentar 18 codones diferentes y puede codificar los aminoacidos Ala, Trp,
Tyr, Lys, Thr, Asn, Lys, Ser, Arg, Asp, Glu, Gly y Cys.

Los oligonucledtidos o conjuntos de iniciadores se pueden sintetizar
empleando unos métodos estandar. Un conjunto de oligonucledtidos se puede
sintetizar, por ejemplo mediante la sintesis de fase sélida, conteniendo secuencias
que representan todas las combinaciones posibles de tripletes de nucledtidos
dispuestos por los conjuntos de codones y que van a codificar el grupo de
aminoacidos deseado. La sintesis de oligonucledtidos con una “degeneracion”

seleccionada de nucledtidos en ciertas posiciones es bien conocida en el arte.
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Dichos conjuntos de nucledtidos que tienen ciertos conjuntos de codones se
pueden sintetizar empleando sintetizadores de acido nucleico comercial
(disponibles por ejemplo en Applied Biosystems, Foster City, CA), o se pueden
obtener comercialmente (por ejemplo, en Life Technologies, Rockville, MD). Por lo
tanto, un conjunto de oligonucledtidos sintetizados teniendo un conjunto de
codones en particular tipicamente va a incluir una pluralidad de oligonucleétidos
con diferentes secuencias, las diferencias establecidas por el conjunto de codones
en la totalidad de la secuencia. Los oligonucleétidos, como se emplean de
acuerdo con la invencién, tienen secuencias que permiten la hibridacién a un
modelo de acido nucleico de dominio variable y también pueden incluir sitios de
enzimas de restriccion para efectos de clonacién.

En un método, se pueden crear las secuencias de acido nucleico que
codifican aminoacidos variantes a través de la mutagénesis mediada por
oligonucledtidos. Esta técnica es bien conocida en el arte como se describe por
Zoller y colaboradores Nucleic Acids Res. 10:6487-6504(1987). Brevemente, las
secuencias de acido nucleico que codifican aminodacidos variantes se crean
mediante la hibridacion de un conjunto de oligonucleétidos que codifica el
conjunto deseado de codones a un modelo de ADN, donde el modelo es una
forma de una sola hebra del plasmido conteniendo un modelo de secuencia de
acido nucleico de region variable. Después de la hibridacion, se emplea ADN
polimerasa para sintetizar toda una hebra secundaria complementaria del modelo
que por lo tanto va a incorporar el oligonucleétido iniciador y va a contener los
conjuntos de codones como se dispone en el conjunto de oligonucleétidos.

Generalmente, se emplean los oligonucledtidos de por lo menos 25
nucleétidos de longitud. Un oligonucleétido optimo tendra de 12 a 15 nucleétidos
que son totalmente complementarios con respecto al modelo en cualquiera de los
lados de la codificacion del(los) nucleédtido(s) para la(s) mutacidn(es). Esto
garantiza que el oligonucle6tido sera hibridizado en forma correcta a la molécula
del modelo de ADN de una sola hebra. Los oligonuclebtidos se sintetizan
facilmente empleando técnicas conocidas en el arte como aquellas descritas por
Crea y colaboradores, Proc. Nat'l. Acad. Sci USA, 75:5765 (1978).

El modelo de ADN se genera por todos aquellos vectores que son
derivados bien sea de vectores fagos M13 (los vectores M13mpl8 y M13mpl9
disponibles en el comercio son apropiados), o de aquellos vectores que contienen
un origen de replicacion fago de una sola hebra como lo describen Viera y
colaboradores, Meth. Enzymol., 153:3 (1987). Por lo tanto, el ADN que se va a



mutar puede ser insertado en uno de estos vectores con el fin de generar un
modelo de una sola hebra. La produccion de un modelo de una sola hebra se
describe en las secciones 4.21-4.41 de Sambrook y colaboradores, arriba.

Para alterar la secuencia natural del ADN, el oligonucledétido se hibridiza al
modelo de una sola hebra bajo unas condiciones de hibridaciéon apropiadas. Una
enzima de polimerizacion de ADN, normalmente T7 ADN polimerasa o el
fragmento Klenow de ADN polimerasa |, se agrega posteriormente para sintetizar
la hebra complementaria del modelo empleando el oligonucledtido como un
iniciador de sintesis. Por lo tanto se forma una molécula heterodiplex de manera
que una hebra del ADN codifica la forma mutada del gen 1 y la otra hebra (el
modelo original) codifica la secuencia natural, sin alteraciéon del gen 1. Luego esta
molécula heterodiplex se transforma en una célula anfitriona apropiada,
normaimente una procariota como E. coli JMIOI. Después de cultivar las células,
se llevan a unas placas con agarosa y se criban empleando un iniciador
oligonucleétido radiomarcado con un Fosfato-32 para identificar las colonias de
bacterias que contienen el ADN mutado.

El método descrito inmediatamente arriba se puede modificar de manera
que se cree una molécula homodulplex, y donde ambas hebras del plasmido
contienen la(s) mutacién(es). Las modificaciones son como sigue: EI
oligonucleétido de una sola hebra se hibrida al modelo de una sola hebra como se
describe arriba. Una mezcla de tres deoxiribonucleétidos, deoxiriboadenosina
(dATP), deoxiriboguanosina (dGTP) y deoxiribotimidina (dTT), se combina con una
tiodeoxiribocitosina modificada llamada dCTP-(aS) (que se puede obtener en
Amersham). Esta mezcla se agrega al complejo de modelo-oligonucleétido. Una
vez se adiciona el ADN polimerasa a esta mezcla, se genera una hebra de ADN
idéntica al modelo excepto por las bases mutadas. Adicionalmente, esta nueva
hebra de ADN va a contener dCTP-(aS) en vez de dCTP, que sirve para
protegerla de la digestién por restriccion de endonucleasa. Una vez la hebra
modelo se une a una enzima de restriccion apropiada, la hebra modelo puede
digerirse con Exolll nucleasa o con otra nucleasa apropiada después‘de la regién
que tiene el(los) sitio(s) que se van a mutagenizar. Luego se detiene la reaccion
para dejar una molécula que solamente tiene una sola hebra parcialmente. Luego
se forma una molécula homoduplex de ADN completa de dos hebras empleando
ADN polimerasa en presencia de los cuatro trifosfatos deoxiribonucleétidos, ATP y
ADN ligasa. Esta molécula homoduplex luego se puede transformar en una célula
anfitriona apropiada.
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Como se indicé previamente, la secuencia del conjunto de oligonucleétidos
es suficientemente larga para hibridizar el acido nucleico modelo y también puede,
pero no necesariamente, contiene unos sitios de restriccion. El modelo se puede
generar por aquellos vectores ya sea derivados de vectores M 13 fagos o por
vectores que contienen un origen de replicacion fago de una sola hebra como lo
describe Viera y colaboradores Meth. Enzymol., 153:3 (1987). Por lo tanto, el
ADN que no va a ser mutado se debe insertar en uno de estos vectores con el fin
de generar un modelo de una sola hebra. La produccién del modelo de una sola
hebra se describe en las secciones 4.21-4.41 de Sambrook y colaboradores,
supra.

De acuerdo con otro método, se puede generar una Dbiblioteca
suministrando unos conjuntos de oligonucleétidos descendentes o ascendentes, y
cada conjunto tiene una pluralidad de oligonucleédtidos con diferentes secuencias,
las diferentes secuencias establecidas por los conjuntos de codones dispuestas
en la secuencia de los oligonucledtidos. Los conjuntos de oligonucledtidos
ascendentes y descendentes, junto con un modelo de acido nucleico de dominio
variable se pueden emplear en la reaccidn de polimerasa en cadena para generar
una “biblioteca” de productos PCR. Se puede hacer referencia a los productos
PCR como “casetes de acido nucleico”, puesto que se pueden fusionar con otras
secuencias de acido nucleico relacionadas o no relacionadas, por ejemplo,
proteinas de capa viral y dominios de dimerizacién empleando unas técnicas de
biologia molecular establecidas.

La secuencia de los iniciadores PCR incluye uno o varios de los conjuntos
de codones designados para las posiciones accesibles al solvente y altamente
diversas en una region hipervariable. Como se describe arriba, un conjunto de
codones es un conjunto de diferentes secuencias de tripletes de nucledtidos
empleados para codificar unas variantes deseadas de aminoacidos.

Los anticuerpos selectores que satisfacen los criterios deseados se
seleccionan mediante unos pasos apropiados de cribado/seleccion, se pueden
aislar y clonar empleando unas técnicas recombinantes estandar.

Vectores, células anfitrionas vy métodos recombinantes

Para la produccién recombinante de un anticuerpo de la invencién, el acido
nucleico que lo codifica se aisla y se inserta en un vector replicable para su
posterior clonacion (amplificacion del ADN) o para la expresion. ElI ADN que
codifica el anticuerpo facilmente se aisla y se secuencia empleando unos
procedimientos convencionales (por ejemplo, empleando sensores de



oligonucleétidos que tienen la capacidad de fijarse especificamente a los genes
que codifican la cadena pesada y la cadena liviana del anticuerpo). Muchos
vectores estan disponibles. La eleccion del vector depende en parte de la célula
anfitriona que se va a emplear. Generalmente, las células anfitrionas preferidas
son de origen procariota o eucariota (generalmente mamifero).

Generando anticuerpos empleando células anfitrionas procariotas:

Construccion de vector

Las secuencias de polinucleétido que codifican los componentes
polipéptidas del anticuerpo de la invencién se pueden obtener empleando unas
técnicas recombinantes estandar. Las secuencias de polinucleétidos deseadas se
pueden aislar y secuenciar a partir de células que producen anticuerpos como las
células hibridoma. Alternativamente, los polinucleétidos se pueden sintetizar
empleando un sintetizador nucleétido o unas técnicas PCR. Una vez se obtienen,
las secuencias que codifican las polipéptidas se insertan en un vector
recombinante capaz de replicar y expresar polinucledtidos en anfitriones
procariotas. Muchos vectores que estan disponibles y se conocen en el arte se
pueden emplear con los fines de la presente invencién. La seleccion de un vector
apropiado va a depender esencialmente del tamafio de los acidos nucleicos que
se van a insertar en el vector y en la célula anfitriona especifica que se va
transformar con el vector. Cada vector contiene varios componentes,
dependiendo de su funcién (amplificacion o expresion del polinucledtido
heterélogo, o ambos) y su compatibilidad con la célula anfitriona especifica en la
cual reside. Los componentes del vector generalmente incluyen, pero no se
limitan a: un origen de replicacion, un gen marcador de seleccion, un promotor, un
punto de union de ribosoma (RBS), una secuencia de sefial, el inserto de acido
nucleico heterdlogo y una secuencia de terminacion de transcripcion.

En general, se emplean los vectores plasmidos conteniendo el replicon y las
secuencias de control que se derivan de especies compatibles con la célula
anfitriona en conexion con estos anfitriones. Normalmente el vector carga un sitio
de replicacion, al igual que las secuencias de marcacion que son capaces de
efectuar una seleccion fenotipica en las células transformadas. Por ejemplo, E.
coli tipicamente se transforma utilizando pBR322, un plasmido derivado de una
especie E. coli. pBR322 contiene genes que codifican la resistencia a ampicilina
(Amp) y tetraciclina (Tet) y por lo tanto dispone unos medios muy faciles para
identificar las células transformadas. pBR322, sus derivados, u otros plasmidos

microbianos o fagos también pueden contener, o se pueden modificar para



contener promotores que el organismo microbiano puede emplear para la
expresion de proteinas endégenas. Ejemplos de derivados de pBR322 empleados
para la expresion de unos anticuerpos en particular se describen en detalle en
Carter y colaboradores, Patente de Estados Unidos No. 5,648,237,

Adicionalmente, los vectores fagos conteniendo el replicdn y las secuencias
de control que son compatibles con el microorganismo anfitrion se pueden
emplear como vectores de transformacion en conexién con estos anfitriones. Por
ejemplo, se pueden emplear fagos como AGEM.TM.-11 para fabricar un vector
recombinante que se puede utilizar para transformar unas células anfitrionas
susceptibles como E. coli LE392.

El vector de expresién de la invencion puede comprender dos o mas pares
promotor-cistron, que codifican cada uno de los componentes polipéptidas. Un
promotor es una secuencia reguladora sin traducir ubicada en direccion
ascendente (5') con respecto a un cistron que modula su expresion. Los
promotores procariotas tipicamente se clasifican en dos grupos, inducible y
constitutivo. Un promotor inducible es un promotor que inicia unos altos niveles de
transcripcion del cistrén bajo su control en respuesta a unos cambios en las
condiciones del cultivo, por ejemplo la presencia o ausencia de un nutriente o un
cambio de temperatura.

Un gran nimero de promotores reconocidos por una variedad de células
anfitrionas potenciales es bien conocido. EI promotor seleccionado puede estar
operacionalmente enlazado a un cistron de ADN que codifica la cadena liviana o la
cadena pesada removiendo el promotor de la fuente de ADN mediante una
digestion de la enzima de restriccion de cadena liviana o de cadena pesada
retirando el promotor de la fuente de ADN mediante la digestién de la enzima de
restriccion e insertando la secuencia del promotor aislado en el vector de la
invencién. Se puede utilizar tanto la secuencia del promotor natural como muchos
promotores para dirigir la amplificacion y/o la expresion de los genes objetivo. En
algunas incorporaciones, se utilizan los promotores heterdlogos puesto que
generalmente permiten una mayor transcripcién y unos rendimientos mas altos del
gen objetivo expresado cuando se compara con el promotor de polipéptida natural
objetivo.

Los promotores apropiados para el uso con anfitrionas procariotas incluyen
el promotor PhoA, unos sistemas de promotor B- galactamasa y lactosa, un
sistema de promotor triptofano (trp) y unos promotores hibridos como el promotor

tac o el promotor frc. Sin embargo, otros promotores funcionales en las bacterias



(como otros promotores bacterianos o fagos conocidos) también son apropiados.
Sus secuencias nucleétidas han sido publicadas, permitiendo asi que una persona
con destreza pueda ligarlos operacionalmente a los cistrones que codifican la
cadena liviana y la cadena pesada objetivos (Siebenlist y colaboradores (1980)
Cell 20: 269) empleando enlazadores o adaptadores para disponer cualquier sitio
de restriccién requerido.

En un aspecto de la invencién, cada cistron en el vector recombinante
comprende un componente de secuencia de sefial de secrecién que dirige la
translocacion de las polipéptidas expresadas a través de una membrana. En
general, la secuencia de sefial puede ser un componente del vector, o puede ser
una parte del ADN de la polipéptida objetivo que se inserta en el vector. La
secuencia de sefial seleccionada para los fines de esta invencion debe ser una
que se reconoce y procesa (es decir segmentada por una peptidasa de sefial) por
parte de la célula anfitiona. Para las células anfitrionas procariotas que no
reconocen ni procesan la secuencia de sefiales naturales a las polipéptidas
heterologas, la secuencia de sefial se sustituye con una secuencia de sefial
procariota seleccionada por ejemplo, entre el grupo conformado por la
fosfamidatasa alcalina, penicilinasa, Ipp, o lideres enterotoxina |l estables en el
calor (STII), LamB, PhoE, PelB, OmpA y MBP. En una incorporacion de la
invencion, las secuencias de sefiales empleadas en ambos cistrones del sistema
de expresion son secuencias de sefiales STIl o variantes de las mismas.

En otro aspecto, la produccion de las inmunoglobulinas de acuerdo con la
invencion puede ocurrir en el citoplasma de la célula anfitriona y por lo tanto no
requiere la presencia de secuencias de sefales de secrecion en cada cistron. En
este aspecto, la cadena liviana y la cadena pesada de inmunoglobulina se
expresan, se pliegan y se conforman para formar unas inmunoglobulinas
funcionales en el citoplasma. Ciertas cepas anfitrionas (por ejemplo, las cepas E.
coli trxB) disponen unas condiciones de citoplasma que son favorables para la
formacion de enlaces disulfidas, permitiendo en esta forma un plegamiento
apropiado y la conformacion de subunidades de proteinas expresadas. Proba and
Pluckthun Gene, 159:203 (1995).

La presente invencion dispone un sistema de expresion donde la proporcion
cuantitativa de los componentes expresados de la polipéptida se puede modular
con el fin de maximizar el rendimiento de los anticuerpos secretados y

debidamente constituidos de la invencién. Dicha modulacion se logra, por lo
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menos en parte, mediante la modulacién simultanea de las fortalezas
traslacionales de los componentes de la polipéptida.

Una técnica para modular la fortaleza traslacional se divulga en Simmons y
colaboradores, Patente de Estados Unidos No. 5,840,523. Utiliza variantes de la
region de iniciacién traslacional (TIR) en un cistron. Para determinada TIR, se
puede crear una serie de variantes de secuencias de aminoacidos o de acido
nucleico con un rango de fortalezas traslacionales, disponiendo en esta forma un
medio conveniente para ajustar este factor para el nivel de expresion deseado de
la cadena especifica. Las variantes TIR se pueden generar mediante técnicas
convencionales de mutagénesis que resultan en unos cambios en los codones que
pueden alterar la secuencia de aminoacidos, aunque se prefieren unos cambios
silenciosos en la secuencia de nucleétidos. Las alteraciones en la TIR pueden
incluir, por ejemplo, alteraciones en el nimero o el espaciado de las secuencias
Shine-Dalgarno, junto con alteraciones en la secuencia de sefial. Un método para
generar una secuencia de sefiales mutante es la generacién de un “banco de
codones” al comienzo de la secuencia de codificacién que no cambia la secuencia
de aminoacidos de la secuencia de sefial (es decir, los cambios son silenciosos).
Estos se pueden lograr cambiando la posicién del tercer nucleétido de cada
codén. Adicionalmente algunos aminoacidos, como la leucina, la serina y la
arginina, tienen multiples primera y segunda posiciones lo cual puede aumentar la
complejidad cuando se esta configurando el banco. Este método de mutagénesis
se describe en detalle en Yansura y colaboradores (1992) METHODS: A
Companion to Methods in Enzymol. 4. 151-158.

Preferiblemente, se genera un conjunto de vectores con un rango de
fortalezas TIR para cada cistrén en la presente. Este conjunto limitado dispone
una comparaéién de los niveles de expresion de cada cadena, al igual que el
rendimiento de los productos de anticuerpo deseados bajo diversas
combinaciones de fortalezas TIR. Las fortalezas TIR se pueden determinar al
cuantificar el nivel de expresion de un gen reportero como se describe en detalle
en Simmons y colaboradores Patente de Estados Unidos No. 5, 840,523. Con
base en la comparacion de la fuerza traslacional, las TIR individuales deseadas se
seleccionan para su combinacién en las construcciones del vector de expresion de
la invencién.

Las células anfitrionas procariotas apropiadas para expresar los anticuerpos
de la invencion incluyen Archaebacteria y Eubacteria, como organismos Gram-

negativo o Gram-positivo. Ejemplos de bacterias Utiles incluyen Escherichia (por
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ejemplo, E. coli), Bacilli (por ejemplo, B. subtilis), Enterobacteria, especies de
Pseudomonas (por ejemplo, P. aeruginosa), Salmonella typhimurium, Serratia
marcescans, Klebsiella, Proteus, Shigella, Rhizobia, Vitreoscilla o Paracoccus. En
una incorporacion, se utilizan células gram-negativas. En una incorporacion, se
emplean células E. coli como anfitrionas para la invencion. Ejemplos de cepas de
E. coli incluyen la cepa W3110 (Bachmann, Cellular and Molecular Biology, vol. 2
(Washington, D.C.: American Society for Microbiology, 1987), pp. 1190-1219;
ATCC Depbsito No. 27,325) y derivados de los mismos, incluyendo la cepa 33D3
de genotipo W3110 AfhuA (AfonA) ptr3 lac Iq lacL8 AompTA (nmpc-fepE) degP41
kan™ (Patente de Estados Unidos No. 5,639,635). Otras cepas y derivadas de las
mismas como E. coli 294 (ATCC 31,446), E. coli B, E. coliy 1776 (ATCC 31,537) y
E. coli RV308(ATCC 31,608) también son apropiadas. Estos ejemplos son

ilustrativos y no limitantes. Los métodos para construir derivados de cualquiera de

las bacterias citadas arriba con unos genotipos definidos son conocidos en el arte,
y se encuentran descritos por ejemplo en Bass y colaboradores, Proteins, 8:309-
314 (1990). Generalmente esto es necesario para seleccionar la bacteria
apropiada teniendo en cuenta la replicabilidad del replicon en las células de una
bacteria. Por ejemplo, las especies E. coli, Serratia o Salmonella se pueden
emplear en forma apropiada como anfitrionas cuando se emplean unos plasmidos
muy conocidos como pBR322, pBR325, pACYC177, o pKN410 para proveer el
replicon. Tipicamente la célula anfitriona debe secretar unas cantidades minimas
de enzimas proteoliticas y deseablemente se pueden incorporar unos inhibidores
adicionales de proteasa en el cultivo de la célula.

Produccion de anticuerpos

Las células anfitrionas se transforman con los vectores de expresion
descritos arriba y se cultivan en unos medios con nutrientes modificados segun lo
indicado para inducir promotores, seleccionar transformantes o amplificar los
genes que codifican las secuencias deseadas.

Transformacién significa introducir ADN en la célula anfitriona procariota de
manera que el ADN sea replicable, bien sea como un elemento extracromosomal
0 mediante un integrante cromosomal. Dependiendo de la célula anfitriona
empleada, la transformacion se logra empleando unas técnicas estandar
apropiadas para dichas células. El tratamiento de calcio que emplea cloruro de
calcio generalmente se utiliza para las células bacterianas, que contienen unas

barreras célula-pared importantes. Otro método para la transformacion emplea
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polietilenglicol/DMSO. Sin embargo, la electroporacién es otra técnica que se
utiliza.

Las células procariotas empleadas para producir las polipéptidas de la
invencion se cultivan en unos medios conocidos en el arte y apropiados para
cultivar las células anfitrionas seleccionadas. Ejemplos de medios apropiados
incluyen caldo luria mas los suplementos nutricionales necesarios. En algunas
incorporaciones, el medio también contiene un agente de seleccion, el cual se
escoge con base en la construccién del vector de expresion, para permitir en
forma selectiva, el crecimiento de células procariotas conteniendo el vector de
expresion. Por ejemplo, se adiciona ampicilina al medio para el crecimiento de
células que expresan el gen resistente a la ampicilina.

Cualquier suplemento necesario, ademas de fuentes de carbono, nitrégeno
y fosfato inorganico también se pueden incluir a las concentraciones adecuadas y
se pueden introducir solas o como una mezcla con otro suplemento o medio como
una fuente de complejo de nitrégeno. Opcionalmente el medio de cultivo puede
contener uno o varios agentes de reduccion seleccionados entre el grupo
conformado por glutationa, cisteina, cistamina, tioglicolato, ditioeritritol y ditiotreitol.

Las células anfitrionas procariotas se cultivan a temperaturas apropiadas.
Para el crecimiento de E. coli por ejemplo, la temperatura preferida varia desde
alrededor de 20°C hasta alrededor de 39°C, mas preferiblemente desde alrededor
de 25°C hasta alrededor de 37°C, incluso méas preferiblemente a alrededor de
30°C. EIl pH del medio puede ser cualquier pH que varie desde alrededor de 5
hasta alrededor de 9, dependiendo principalmente del organismo anfitrion. Para
E. coli, el pH es preferiblemente desde alrededor de 6.8 hasta alrededor de 7.4 y
mas preferiblemente alrededor de 7.0.

Si se utiliza un promotor inducible en el vector de expresion de la invencion,
la expresion de la proteina se induce bajo unas condiciones apropiadas para la
activacion del promotor. En un aspecto de la invencion, se emplean promotores
PhoA para controlar la transcripcion de las polipéptidas. Por lo tanto, las células
anfitrionas transformadas se cultivan en un medio que limita el fosfato para la
induccion. Preferiblemente, el medio que limita el fosfato es el medio C.R.A.P
(consultar por ejemplo, Simmons y colaboradores, J. Inmunol. Methods (2002),
263: 133-147). Se puede emplear una variedad de inductores diferentes, de
acuerdo con la construccién de vector empleada, como se conoce en el arte.

En una incorporacion, las polipéptidas expresadas de la presente invencion

se secretan a y se recuperan del periplasmo de las células anfitrionas. La
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recuperacion de proteina tipicamente comprende alterar los microorganismos,
generalmente por medios como un choque osmético, sonicacion o lisis. Una vez
se alteran las células, los desperdicios de las células o las células enteras se
pueden retirar mediante centrifugado o filtracion. Luego las proteinas se pueden
purificar mas, por ejemplo, mediante cromatografia de afinidad de resina.
Alternativamente, las proteinas se pueden transportar al medio de cultivo y aislar
en el mismo. Las células se pueden retirar del cultivo y el supernadante del cultivo
se puede filtrar y concentrar para una mayor purificacién de las proteinas
producidas. Las polipéptidas expresadas se pueden aislar alin mas y se pueden
identificar mediante unos métodos comtinmente conocidos como eletroforesis en
gel de poliacrilamida (PAGE) y analisis por electrotransferencia.

En un aspecto de la invencidn, la produccion de anticuerpos se efectia en
grandes cantidades mediante un proceso de fermentacién. Existen varios
procedimientos de gran escala, de lotes de fermentacion alimentada para la
produccion de proteinas recombinantes. Las fermentaciones a gran escala tienen
una capacidad por lo menos de 1000 litros, preferiblemente alrededor de 1,000
hasta 100,000 litros de capacidad. Estos fermentadores emplean unos rotores de
agitacion para distribuir el oxigeno y los nutrientes, especialmente la glucosa
(fuente preferida de carbono/energia). La fermentacién a pequefia escala
generalmente hace referencia a la fermentacibn en un fermentador cuya
capacidad volumétrica no es mayor a 100 litros y puede variar desde alrededor de
1 litro hasta alrededor de 100 litros.

En un proceso de fermentacion, la induccion de la expresion de la proteina
se inicia tipicamente después de que las células han crecido bajo condiciones
adecuadas hasta alcanzar una densidad deseada, por ejemplo, una ODss de
alrededor de 180-220, y en esta etapa las células se encuentran en la fase
estacionaria inicial. Se puede emplear una variedad de inductores, de acuerdo
con la construccion de vector empleada, como se conoce en el arte y como se
describe arriba. Las células se pueden cultivar por un periodo mas corto antes de
la induccion. Normalmente las células se inducen durante alrededor de 12-50
horas, aunque se pueden emplear unos periodos de induccién méas largos o méas
cortos.

Para mejorar el rendimiento de produccion y la calidad de las polipéptidas
de la invencién, se pueden modificar varias condiciones de fermentacién. Por
ejemplo, para mejorar la formacion y el plegado correctos de las polipéptidas

secretadas del anticuerpo, se pueden emplear unos vectores adicionales
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hiperexpresando las proteinas chaperonas, como las proteinas Dsb (DsbA, DsbB,
DsbC, DsbD y/o DsbG) o FkpA (una peptidilprolil cis,trans-isomerasa con actividad
chaperona) para co-transformar las células anfitrionas procariotas. Se ha
demostrado que las proteinas chaperonas facilitan el plegamiento y la solubilidad
adecuados de las proteinas heter6logas producidas en las células anfitrionas
bacterianas. Chen y colaboradores (1999) J Bio Chem 274:19601-19605;
Georgiou y colaboradores, Patente de Estados Unidos No. 6,083,715; Georgiou y
colaboradores, Patente de Estados Unidos No. 6,027,888; Bothmann and
Pluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275: 17100-17105; Ramm and Pluckthun (2000) J.
Biol. Chem. 275:17106-17113; Arie y colaboradores (2001) Mol. Microbiol. 39:199-
210.

Para minimizar la protedlisis de las proteinas heterologas expresadas
(especialmente aquellas proteoliticamente sensibles), se pueden emplear ciertas
cepas anfitionas con deficiencia de enzimas proteoliticas para la presente
invencion. Por ejemplo, las cepas de células anfitrionas se pueden modificar para
efectuar una(s) mutacion(es) genética(s) en los genes que codifican proteasas
bacterianas conocidas como Proteasa HI, OmpT, DegP, Tsp, Proteasa |, Proteasa
Mi, Proteasa V, ProteasaVl y combinaciones de las mismas. Algunas cepas E.
coli con deficiencia de proteasa se encuentran disponibles y se describen en por
ejemplo, Joly y colaboradores (1998), supra; Georgiou y colaboradores, Patente
de Estados Unidos No. 5,264,365; Georgiou y colaboradores, Patente de Estados
Unidos No. 5,508,192; Hara y colaboradores, Microbial Drug Resistance, 2:63-72
(1996).

En una incorporacién, se utilizan las cepas E. coli con deficiencia de
enzimas proteoliticas y transformadas con plasmido hiperexpresando una o varias
proteinas chaperonas como células anfitrionas en el sistema de expresiéon de la
invencion.

Purificacién del anticuerpo

En una incorporacion, la proteina del anticuerpo producida en la presente
se purifica ain mas para obtener preparaciones que son sustancialmente
homogéneas para otros analisis y usos. Se pueden emplear unos métodos de
purificacion de proteina estandar conocidos en el arte. Los siguientes
procedimientos son ejemplos de wunos procedimientos de purificacion:
fraccionamiento en inmunoafinidad o columnas de intercambio de iones,
precipitacion con etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia en silice o en resina

de intercambio de cationes como DEAE, determinacion del objetivo principal
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mediante cromatografia, SDS-PAGE, precipitacion con sulfato de amonio y
filtracidbn mediante gel, empleando por ejemplo, Sephadex G-75.

En un aspecto, se utiliza la proteina A inmovilizada en una fase soélida para
purificacion por inmunoafinidad de los productos de toda la longitud del anticuerpo
de la invencion. La proteina A es una proteina 41kD de pared de célula de
Staphylococcus aureas la cual se une con una alta afinidad a la region Fc de los
anticuerpos. Lindmark y colaboradores, (1983) J. Inmunol. Meth. 62:1-13. La fase
solida a la cual se inmoviliza la Proteina A es preferiblemente una columna que
comprende una superficie en vidrio o silice, mas preferiblemente una columna en
vidrio de poros controlados o una columna de é&cido silico. En algunas
aplicaciones, la columna se recubrié con un reactivo, como el glicerol, para tratar
de evitar la adhesion no especifica de contaminantes.

Como el primer paso de la purificacion, la preparacion derivada del cultivo
de la célula, como se describe arriba, se aplica a la Proteina A inmovilizada de
fase soélida para permitir la unién especifica del anticuerpo de interés a la Proteina
A. Luego la fase sélida se lava para extraer los contaminantes no especificos
unidos a la fase sélida. Finalmente se recupera el anticuerpo de interés de la fase
sélida mediante levigado.

Generando anticuerpos empleando células anfitrionas eucariotas:

Los componentes del vector generalmente incluyen, pero no se limitan a,
uno o varios de los siguientes: una secuencia de sefial, un origen de replicacion,
uno o varios genes de marcacion, un elemento intensificador, un promotor y una
secuencia de terminacion de transcripcion.

(i) Componente de secuencia de sefial

Un vector para el uso en una célula anfitriona eucariota también puede
contener una secuencia de sefial u otra polipéptida con un sitio de segmentacién
especifico en el terminal N- de la proteina madura o de la polipéptida de interés.
La secuencia de sefial heter6loga seleccionada preferiblemente es una que se
reconoce y procesa (es decir, segmentada por una sefial peptidasa) por parte de
la célula anfitriona. En la expresion de células de mamiferos, las secuencias de
sefiales de mamiferos, al igual que los lideres secretores virales, por ejemplo, la
sefal del herpes simplex gD, estan disponibles.

El ADN para la citada region precursora esta ligado en el soporte de lectura
al ADN que codifica el anticuerpo.

(ii) Origen de replicacién
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Generalmente, no se requiere un componente de origen de replicacion para
los vectores de expresion de los mamiferos. Por ejemplo, el origen SV40 se
puede emplear tipicamente solo porque contiene el promotor temprano.

(1ii) Componente del gen de seleccion

Los vectores de expresion y de clonacion pueden contener un gen de
seleccion, también denominado un marcador seleccionable. La seleccion tipica de
los genes codifica unas proteinas que (a) confieren resistencia a los antibi6ticos o
a otras toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, (b)
complementan las deficiencias auxotréficas, cuando corresponda o (c) suministran
los nutrientes criticos no disponibles en un medio complejo.

Un ejemplo de un esquema de seleccion emplea un farmaco para detener
el crecimiento de una célula anfitriona. Aquellas células que se transformaron
exitosamente con un gen heterélogo producen una proteina que confiere una
resistencia al farmaco y por lo tanto sobreviven al régimen de seleccion. Ejemplos
de la citada selecciéon dominante emplean los farmacos neomicina, acido
micofendlico e higromicina.

Otro ejemplo de unos marcadores seleccionables apropiados para las
células de mamiferos son aquellos que permiten la identificacion de células
competentes para absorber el acido nucleico del anticuerpo, como DHFR, timidina
cinasa, metalotioneina-l y -ll, preferiblemente genes metalotioneina primates,
adenosina deaminasa, ornitina decarboxilasa, efc.

Por ejemplo, las células transformadas con el gen de seleccién DHFR se
identifican primero al cultivar todos los transformantes en un medio de cultivo que
contiene metotrexato (Mtx), un antagonista competitivo de DHFR. Una célula
anfitriona apropiada cuando se emplea el tipo natural DHFR es ovario de hamster
chino (CHO) estirpe celular deficiente en actividad DHFR (por ejemplo, ATCC
CRL-9096).

Alternativamente, se pueden seleccionar células anfitrionas (particularmente
las anfitrionas naturales que contienen DHFR enddgeno) transformadas o co-
transformadas con secuencias de ADN que codifican un anticuerpo, proteina tipo
natural DHFR y otro marcador seleccionable como aminoglicosida 3'-
fosfotransferasa (APH) mediante el crecimiento celular en un medio conteniendo
un agente de seleccion para el marcador seleccionable como un antibi6tico
aminoglicosidico, por ejemplo, canamicina, neomicina o G418. Consultar Patente
de Estados Unidos No. 4,965,199.

(iv) Componente de promotor



Normalmente los vectores de expresién y clonacion contienen un promotor
reconocido por el organismo anfitrion y se enlazan operacionalmente al acido
nucleico del anticuerpo polipéptida. Las secuencias de promotor se conocen por
eucariotas. Virtualmente, los genes aleucariotas tienen una region rica en AT
localizada aproximadamente de 25 a 30 bases en sentido ascendente desde el
sitio donde se inicia la transcripcion. Otra secuencia encontré de 70 a 80 bases en
sentido ascendente desde el inicio de la transcripcion de muchos genes en una
region CNCAAT donde N puede ser cualquier nucledtido. En el extremo 3' de la
mayoria de los genes eucariotas, se encuentra una secuencia AATAAA que puede
ser la sefial para la adiciéon de la cola poli al extremo 3’ de la secuencia de
codificacion. Todas estas secuencias se insertan de forma apropiada en los
vectores de expresién eucariotas.

La transcripciéon del anticuerpo polipéptida desde los vectores en células
anfitrionas de mamiferos se controla, por ejemplo, por medio de unos promotores
obtenidos de los genomas de virus como polioma virus, virus de viruela aviar,
adenovirus (como Adenovirus 2), virus de papiloma bovino, virus de sarcoma
aviar, citomegalovirus, un retrovirus, virus de hepatitis-B y virus simio 40 (SV40),
de promotores mamiferos heterélogos, por ejemplo, el promotor actina o un
promotor de inmunoglobulina, de promotores de choque de calor, siempre que
dichos promotores sean compatibles con los sistemas de la célula anfitriona.

Los promotores tempranos y tardios del virus SV40 se obtienen
convenientemente como un fragmento de restriccion SV40 que también contiene
el origen viral de replicacion SV40. EI promotor temprano inmediato del
citomegalovirus humano se obtiene convenientemente como un fragmento de
restriccion Hindilll E.  Un sistema para expresar el ADN en anfitriones de
mamiferos empleando el virus de papiloma bovino como un vector se divulga en la
Patente de Estados Unidos No. 4,419,446. Una modificaciéon de este sistema se
describe en la Patente de Estados Unidos No. 4,601,978. Consultar también
Reyes y colaboradores, Nature 297:598-601 (1982) sobre la expresion de cADN
de B-interferona humana en células de ratén bajo el control de un promotor de
timidina cinasa del virus herpes simplex. Alternativamente, se pueden emplear las
repeticiones del terminal largo del virus Rous Sarcoma como promotor.

(v) Componente del elemento intensificador

La transcripcion de ADN que codifica el anticuerpo polipéptida de esta
invencion mediante unas eucariotas mas altas, con frecuencia se aumenta al
insertar una secuencia potenciadora en el vector. Ahora se conocen muchas
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secuencias intensificadoras de genes de mamiferos (globina, elastasa, albimina,
a-fetoproteina e insulina). Sin embargo, tipicamente empleariamos un
intensificador de una célula eucariota virus. Ejemplos incluyen el intensificador
SV40 en la parte tardia del origen de replicacion (bp 100-270), el intensificador del
promotor citomegalovirus temprano, el intensificador polioma en el lado tardio del
origen de replicacién e intensificadores de adenovirus. Consultar también Yaniv,
Nature 297:17-18 (1982) sobre elementos intensificadores para la activacion de
promotores eucariotas. El intensificador se puede cortar y empalmar en el vector
a una posicion 5' o 3' al anticuerpo polipéptido que codifica la secuencia, pero
preferiblemente se situa en el sitio 5' del promotor.

(vi) Componente de terminacion de transcripcion

Los vectores de expresion empleados en las células anfitrionas eucariotas
tipicamente también van a contener las secuencias necesarias para la terminacion
de la transcripcién y para la estabilizacion del mARN. Dichas secuencias estan
comunmente disponibles en las regiones sin traducir 5' y ocasionalmente 3', de
ADN o cADN eucariotas o virales. Estas regiones contienen segmentos de
nucledtido transcritos como fragmentos poliadenilados en la porcién sin traducir
del mARN que codifican un anticuerpo. Un componente de terminacién de
transcripcion util es la regién de la hormona de crecimiento bovina de
poliadenilacion. Consultar W094/11026 y el vector de expresion divulgado en la
presente.

(vii) Seleccidn y transformacién de células anfitrionas

Unas células anfitrionas apropiadas para la clonacion o la expresion del
ADN en los vectores en la presente incluyen células eucariotas mayores descritas
en la presente, incluyendo células anfitrionas de vertebrados. La propagacion de
celulas de vertebrados en un cultivo (cultivo de tejido) se ha convertido en un
procedimiento rutinario. Ejemplos de estirpes de células anfitrionas Utiles son la
estirpe CVI de rifion de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651);
estirpe de rifidn de embrion humano (293 o células subclonadas 293para
crecimiento en un cultivo de suspension, Graham y colaboradores, J. Gen Virol.
36:59 (1977)); células de rifidn de hamster bebé (BHK, ATCC CCL 10); células de
ovario de hamster chino /- DHFR (CHO, Urlaub y colaboradores, Proc. Natl. Acad.
Sci USA 77:4216 (1980)); células de raton Sertoli (TM4, Mather, Biol. Reprod.
23:243-251 (1980) ); células de rifidon de mono (CVI ATCC CCL 70); células de
mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma cervical
humano (HELA, ATCC CCL 2); células de rifidén canino (MDCK, ATCC CCL 34);
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células de higado de rata Buffalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmén
humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado humano (Hep G2, HB 8065);
tumor mamario de ratdn (MMT 060562, ATCC CCL51); células TRI (Mather y
colaboradores, Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1982)); células MRC 5; células
FS4 y una estirpe de hepatoma humano (Hep G2).

Las células anfitrionas se transforman con los vectores de expresion o de
clonacion descritos arriba o mediante los vectores de clonacion para la produccion
de anticuerpos y se cultivan en un medio de cultivo con nutrientes modificados
segun sea lo apropiado, para inducir promotores, seleccionando transformantes o
amplificando los genes que codifican las secuencias deseadas.

(viii) Cultivando las células anfitrionas

Las células anfitrionas empleadas para producir un anticuerpo de esta
invencién se pueden cultivar en una variedad de medios. Los medios disponibles
en el comercio como F10 de Ham (Sigma), Minimal Essential Medium ((MEM),
(Sigma), RPMI-1640 (Sigma) y Modified Eagle's Medium de Dulbecco ((DMEM),
Sigma) son apropiados para cultivar las células anfitrionas. Adicionalmente,
cualquiera de los medios descritos en Ham y colaboradores, Meth. Enz. 58:44
(1979), Barnes y colaboradores, Anal. Biochem 102:255 (1980), Patentes de
Estados Unidos Nos. 4,767,704; 4,657,866, 4,927,762; 4,560,655; o 5,122,469;
WO 90/03430; WO 87/00195; o Patente de Estados Unidos Re. 30,985 se pueden
emplear como un medio de cultivo para las células anfitrionas. Cualquiera de
estos medios se puede complementar segin sea necesario con hormonas y/u
otros factores de crecimiento (como insulina, transferina o factor de crecimiento
epidérmico), sales (como cloruro de sodio, calcio, magnesio y fosfato), soluciones
amortiguadoras (como HEPES), nucledtidos (como adenosina y timidina),
antibidticos (como el farmaco GENTAMICINA™), elementos de rastro (definidos
como compuestos inorganicos usualmente presentes en las concentraciones
finales del rango micromolar) y glucosa o una fuente de energia equivalente.
Tambien se puede incluir cualquier otro suplemento necesaric a las
concentraciones apropiadas que seria conocido por aquellos con destreza en el
arte. Las condiciones del cultivo, como la temperatura, el pH y similares son
aquellas empleadas previamente con la célula anfitriona seleccionada para la
expresion y seran aparentes para un artesano con destreza ordinaria en el arte.

(ix) Purificacién del anticuerpo

Cuando se emplean técnicas recombinantes, el anticuerpo se puede

producir en forma intracelular, o se puede secretar directamente en el medio. Si el



anticuerpo se produce en forma intracelular, como un primer paso, las particulas
de desechos, bien sea células anfitrionas o fragmentos levigados, se retiran, por
ejemplo, mediante centrifugado o ultrafiltracion. Cuando el anticuerpo se secreta
en el medio, los supernadantes de los citados sistemas de expresién
generalmente se concentran primero utilizando un filtro de concentracion de
proteina disponible en el comercio, por ejemplo una unidad de ultrafiltracion
Amicon o Millipore Pellicon. Se puede incluir un inhibidor de proteasa como PMSF
en cualquiera de los pasos anteriores para inhibir la proteolisis, y se pueden incluir
antibiéticos para evitar el crecimiento de contaminantes adquiridos.

La composicion del anticuerpo preparado a partir de células se puede
purificar mediante por ejemplo, cromatografia en hidroxilapatita, electroforesis en
gel, dialisis y cromatografia por afinidad, y la cromatografia por afinidad es la
técnica de purificacion preferida. La idoneidad de la proteina A como un ligando
de afinidad depende de las especies y de los isotipos de cualquier dominio de
inmunoglobulina Fc que se encuentra presente en el anticuerpo. Se puede utilizar
la proteina A para purificar los anticuerpos que se basan en cadenas pesadas
humanas yl, y2, o y4 (Landmark y colaboradores, J. Inmunol. Meth. 62:1-13
(1983)). Se recomienda la proteina G para la totalidad de los isétopos de raton y
para el y3 humano (Guss y colaboradores, EMBO J. 5:15671575 (1986)). La
matriz a la cual se fija el ligando de afinidad con mayor frecuencia es agarosa,
pero hay otras matrices disponibles. Las matrices mecanicamente estables como
el vidrio de poro controlado o poli(estirendivinil)benceno permiten unas tasas de
flujo mas altas y unos tiempos de procesamiento mas cortos que aquellos que se
pueden alcanzar con agarosa. Cuando el anticuerpo comprende un dominio Cy3,
la resina Bakerbond ABX™ (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ) es util para la
purificacion.  Otras técnicas para la purificacion de la proteina como el
fraccionamiento en una columna de intercambio de iones, la precipitacién con
etanol, la HPLC de fase inversa, la cromatografia en silice, en heparina, la
cromatografia en SEPHAROSE™ en una resina de intercambios de aniones o
cationes (como una columna de acido poliaspartico), la determinacion del objetivo
principal mediante cromatografia, SDS-PAGE vy la precipitacién de sulfato de
amonio también estan disponibles dependiendo del anticuerpo que se va a
recuperar.

Después de cualquier paso preliminar de purificacion, la mezcla que
comprende el anticuerpo de interés y los contaminantes se puede someter a una

cromatografia hidréfoba de pH bajo empleando una solucion amortiguadora de
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levigado a un pH entre alrededor de 2.5-4.5, preferiblemente efectuada a unas
concentraciones bajas de sal (por efemplo, desde alrededor de 0-0.25M de sal).

Anaélisis de actividad

Los anticuerpos de la presente invencidén se pueden caracterizar por sus
propiedades fisico/quimicas y sus funciones biolégicas mediante diversos analisis
conocidos en el arte.

Las inmunoglobulinas se pueden caracterizar adicionalmente por una serie
de andlisis incluyendo, pero no limitado al secuenciado del terminal N, el analisis
de aminoacidos, la cromatografia liquida de alta presion de exclusion por tamafio
no desnaturalizante (HPLC), la espectrometria de masa, la cromatografia de
intercambio de iones y la digestién de papaina.

En ciertas incorporaciones de la invencién, se analizan las
inmunoglobulinas producidas en la presente para conocer su actividad biolégica.
En algunas incorporaciones, se efectian pruebas con las inmunoglobulinas de la
presente invencion para conocer la actividad de unién de su antigeno. Los
analisis de union del antigeno conocidos en el arte y que se pueden emplear en la
presente incluyen sin limitacion cualquier analisis directo o competitivo empleando
técnicas como la técnica de inmunotransferencia, radioinmunoanalisis, ELISA
(analisis inmunoabsorbente relacionado con la enzima), inmunoanalisis
“sandwich”, analisis de inmunoprecipitacién, inmunoanalisis fluorescente e
inmunoanalisis de proteina A. A continuacion se dispone un analisis ilustrativo de
union de antigeno, en la seccién de Ejemplos.

En una incorporacién, la presente invencién contempla un anticuerpo
alterado que posee algunas pero no todas las funciones de efector, que lo
convierten en un candidato deseado para muchas aplicaciones en las cuales la
vida media del anticuerpo in vivo es importante, sin embargo ciertas funciones de
efector (como complemento y ADCC) son innecesarias o nocivas. En ciertas
incorporaciones, se miden las actividades Fc de la inmunoglobulina producida
para garantizar que solamente se conservan las propiedades deseadas. Se
pueden efectuar los andlisis de citotoxicidad in vitro y/o in vivo para confirmar la
reduccion/el agotamiento de actividades CDC y/o ADCC. Por ejemplo, se pueden
efectuar los analisis de uniéon del Fc aceptor (FCR) para garantizar que el
anticuerpo carece de uniones FcyR (por lo tanto, probablemente carecen de
actividad ADCC), pero conservan la habilidad de unién de FcRn. Las células
primarias para la ADCC de mediacion, las células NK, Unicamente expresan

FcyRIll, mientras que los monolitos expresan FcyRI, FcyRIl y FcyRIll.  La
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expresion FcR en las células hematopoyéticas se resume en la Tabla 3 de la
pagina 464 de Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Inmunol 9:457-92 (1991). Un
ejemplo de un analisis in vitro para evaluar la actividad ADCC de una molécula de
interés se describe en la Patente de Estados Unidos No. 5,500,362 o 5,821,337.
Unas células efectoras utiles para el citado andlisis incluyen células sanguineas
mononucleares periféricas (PBMC) y células Asesinas Naturales (NK).
Alternativamente, o adicionalmente, la actividad ADCC de la molécula de interés
se puede evaluar in vivo, por ejemplo, en un modelo animal, como el que se
divulga en Clynes y colaboradores PNAS (USA) 95:652-656 (1998). También se
pueden efectuar los analisis de unién C1q para confirmar que el anticuerpo es
incapaz de fijar el C1q y por lo tanto carece de actividad CDC. Para evaluar la
activacion complementaria, se puede efectuar un analisis CDC, por ejemplo como
se describe en Gazzano-Santoro y colaboradores, J. Inmunol. Methods 202:163
(1996). La unién FcRn y las determinaciones de depuracién/vida media también
se pueden realizar mediante unos métodos conocidos en el arte, por ejemplo
aquellos descritos en la seccion de Ejemplos.

Anticuerpos humanizados

La presente invencidon abarca anticuerpos humanizados. En el arte se
conocen varios métodos para humanizar anticuerpos no-humanos. Por ejemplo,
en un anticuerpo humanizado se puede haber introducido uno o varios residuos de
aminoacidos desde una fuente no humana. Con frecuencia se hace referencia a
estos residuos no humanos de aminoacidos como residuos “importados”, que
tipicamente se toman de un dominio variable “importado”. Esencialmente se
puede llevar a cabo la humanizacion siguiendo el método de Winter y colegas
(Jones y colaboradores, (1986) Nature 321:522-525; Riechmann y colaboradores
(1988) Nature 332:323-327; Verhoeyen y colaboradores (1988) Science 239:
1534-1536), sustituyendo secuencias de regiéon hipervariable con las secuencias
correspondientes de un anticuerpo humano. Por lo tanto, dichos anticuerpos
‘humanizados” son anticuerpos quiméricos (Patente de Estados Unidos No.
4,816,567) donde sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto
se ha sustituido por la secuencia correspondiente de una especie no humana. En
la practica, los anticuerpos humanizados tipicamente son anticuerpos humanos en
los cuales algunos residuos de region hipervariable y posiblemente algunos
residuos FR se sustituyen por residuos de sitios analogos en anticuerpos de
roedores.



La elecciéon de dominios variables humanos, tanto livianos como pesados,
que seran empleados para fabricar los anticuerpos humanizados es muy
importante para reducir la antigenicidad. De acuerdo con el método de “mejor
ajuste”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se criba
contra toda la biblioteca de secuencias de dominio variable humano conocido.
Entonces, la secuencia humana que mas se acerca a la del roedor se acepta
como el soporte humano para el anticuerpo humanizado (Sims y colaboradores
(1993) J. Inmunol. 151:2296; Chothia y colaboradores (1987) J. Mol. Biol. 196:901.
Otro metodo emplea un soporte particular derivado de la secuencia consensual de
todos los anticuerpos humanos de un subgrupo particular de cadena liviana o de
cadena pesada. Se puede emplear el mismo soporte para diferentes anticuerpos
humanizados (Carter y colaboradores (1992) Proc. Natl. Acad. Sci USA, 89:4285;
Presta y colaboradores (1993) J. Inmunol, 151:2623.

Adicionalmente es importante que los anticuerpos sean humanizados con la
conservacion de la alta afinidad para el antigeno y otras propiedades biolégicas
favorables. Para alcanzar esta finalidad, de acuerdo con un método, se preparan
unos anticuerpos humanizados por medio de un proceso de analisis de las
secuencias progenitoras y varios productos humanizados conceptuales
empleando modelos tridimensionales de las secuencias progenitoras vy
humanizadas. Los modelos tridimensionales de inmunoglobulina estan
disponibles en forma comun y aquellos con destreza en el arte estan
familiarizados con estos. Existen unos programas de computador que ilustran y
representan unas estructuras tridimensionales probables de conformacion de unas
secuencias de inmunoglobulina de candidatos seleccionados. La inspeccion de
estos muestrarios permite analizar el posible papel que juegan los residuos en el
funcionamiento de la secuencia de inmunoglobulina candidata. Es decir, analizar
los residuos que influencian la habilidad de la inmunoglobulina candidata para fijar
su antigeno. De esta forma, los residuos FR se pueden seleccionar y combinar de
las secuencias de receptor y de importacion de manera que se obtiene la
caracteristica deseada del anticuerpo, como una mayor afinidad para el (los)
antigeno(s) objetivo(s). En general, los residuos de la region hipervariable estan
directamente, y con seguridad sustancialmente, comprometidos en la influencia
sobre la fijacién del antigeno.

Variantes del anticuerpo

En un aspecto, la invencion dispone un fragmento de anticuerpo que
comprende modificaciones en la interface de los polipéptidos Fcs que comprende



la region Fc, donde las modificaciones facilitan y/o estimulan Ila
heterodimerizacion. Estas modificaciones comprenden la introduccién de una
protuberancia en un primer polipéptido Fc y una cavidad en un segundo
polipéptido Fc, donde la protuberancia se puede posicionar en la cavidad con el
fin de estimular la combinacion del primer y del segundo polipéptido Fcs. Los
métodos para generar anticuerpos con estas modificaciones son conocidos en el
arte, por ejemplo, como se describe en Patente de Estados Unidos No. 5,731,168.
En algunas incorporaciones, se contempla(n) modificacién(es) de la
secuencia de aminoacidos de los anticuerpos descritos en la presente. Por
ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de unién y/u otras propiedades
bioldgicas del anticuerpo. Se preparan variantes de la secuencia de aminoacidos
del anticuerpo introduciendo unos cambios apropiados de nucleétido en el acido
nucleico del anticuerpo o mediante la sintesis peptida. Dichas modificaciones
incluyen, por ejemplo, eliminaciones de, y/o inserciones en y/o sustituciones de,
residuos en las secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Cualquier
combinacion de eliminacion, insercion y sustitucion se realiza para llegar a la
construccion final, siempre que la construcciéon final posea las caracteristicas
deseadas. Las alteraciones del aminoacido se pueden introducir en la secuencia
de aminoacidos del anticuerpo sujeto en el momento que se hace esa secuencia.
Un metodo util para identificar ciertos residuos o regiones del anticuerpo
que son sitios preferidos para la mutagénesis se denomina “‘mutagénesis de
barrido mediante alanina” como lo describen Cunningham and Wells (1989)
Science, 244:1081-1085. Aqui se identifica un residuo o un grupo de residuos
objetivo (por ejemplo, residuos cargados como arg, asp, his, lys y glu) y se
reemplazan por un aminoacido neutro o de carga negativa (mas preferiblemente
alanina o polialanina) para afectar la interaccion de los aminoacidos con el
antigeno. Esas ubicaciones de aminoacido que muestran una sensibilidad
funcional a la sustitucion posteriormente se refinan al introducir otro y otros
variantes en o para los sitios de sustitucion. Por lo tanto, aunque se predetermina
el sitio para introducir una variacion en la secuencia de aminoacidos, la naturaleza
de la mutacion per se no tiene que estar predeterminada. Por ejemplo, para
analizar el desempefio de una mutacién en un sitio dado, el barrido ala o Ia
mutagénesis aleatoria se realiza en el codon o en la region objetivo y las
inmunoglobulinas expresadas se criban para apreciar su actividad deseada.
Inserciones en la secuencia de aminoacidos incluyen fusiones en el terminal

amino- y/o carboxilo cuya longitud varia de un residuo a polipéptidas conteniendo
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cien o mas residuos, al igual que inserciones intrasecuencia de residuos de
aminoacidos sencillos o multiples. Ejemplos de inserciones en el terminal incluyen
un anticuerpo con un residuo N-terminal metionilo o el anticuerpo fusionado a una
polipéptida citotoxica. Otras variantes de insercién de la molécula del anticuerpo
incluyen la fusion al terminal N- o C- del anticuerpo a una enzima (por ejemplo
para ADEPT) o un polipéptido que aumenta la vida media del suero del anticuerpo.

Otro tipo de variante es una variante de sustitucion de aminoacido. Estas
variantes tienen por lo menos un residuo de aminoacido en la molécula del
anticuerpo que fue reemplazado por un residuo diferente. Los sitios de mayor
interés para la mutagénesis de sustitucion incluyen las regiones hipervariables,
pero también se pueden contemplar las alteraciones FR. En la Tabla 2 se
muestran unas sustituciones conservadoras bajo el titulo de “sustituciones
preferidas”.  Si dichas sustituciones resultan en un cambio de la actividad
biolégica, entonces se pueden introducir unos cambios mas sustancialmente,
denominados “sustituciones ejemplares” en la Tabla 2, o como se describe

adelante en referencia a las clases de aminoacidos, y los productos se pueden

cribar.

TABLA 2

Residuo Original Sustituciones Sustituciones
Ejemplares Preferidas

Ala (A) Val; Leu; lle Val

Arg (R) Lys; Gin; Asn Lys

Asn (N) GlIn; His; Asp; Lys; Arg Gin

Asp (D) Glu; Asn Glu

Cys (C) Ser; Ala Ser

GIn (Q) Asn; Glu Asn

Glu (E) Asp; Gin Asp

Gly (G) Ala Ala

His (H) Asn; Gin; Lys; Arg Arg

le (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; | Leu
Norleucina

Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; | lle
Ala; Phe

Lys (K) Arg; GIn; Asn Arg




Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr | Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; | Leu
Norleucina

Se logran unas modificaciones sustanciales en las propiedades biolégicas
del anticuerpo cuando se seleccionan unas sustituciones que difieren
significativamente en su efecto de mantener (a) la estructura de la columna de la
polipéptida en el area de la sustitucion, por ejemplo, como una hoja o una
conformacion helical, (b) la carga o la hidrofobicidad de la molécula en el sitio
objetivo o (c) el peso de la cadena lateral. Los aminoacidos se pueden agrupar de
acuerdo con similitudes de las propiedades de sus cadenas laterales (en A. L.
Lehninger, in Biochemistry, segunda ed., pp. 73-75, Worth Publishers, New York
(1975)):

(1) Ala (A), Val (V), Leu (L), lle (1), Pro (P), Phe (F), Trp (W), Met (M) no polar
(2) Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C), Tyr (Y), Asn (N), GIn (Q) sin carga polar
(3) Asp (D), Glu (E) acidico

(4) Lys (K), Arg (R), His(H) basico

Alternativamente, los residuos naturales se pueden dividir en grupos con
base en las propiedades de las cadenas laterales comunes:

(1) hidréfoba: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) hidrofilica neutral: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;

(3) acidica: Asp, Glu;

(4) basica: His, Lys, Arg;

(5) residuos que influencian la orientacion de la cadena: Gly, Pro;
(6) aromatica: Trp, Tyr, Phe.

Unas sustituciones no conservadoras implican intercambiar un miembro de

una de esas clases por otfra clase. Los citados residuos sustituidos también se



pueden introducir en los sitios de sustitucion conservadores, o, mas
preferiblemente, en los sitios restantes (no conservados).

Un tipo de variante sustitucional comprende sustituir uno o varios residuos
de region hipervariable de un anticuerpo progenitor (por ejemplo un anticuerpo
humanizado o humano). Generalmente, la(s) variante(s) resultante(s)
seleccionada(s) para un desarrollo posterior tendra(n) unas caracteristicas
biolégicas mejoradas con relacion al anticuerpo progenitor a partir del cual se
generaron. Una forma conveniente para generar los citados variantes
sustitucionales comprende la maduracién de afinidad empleando una
presentacion fago. Brevemente, se mutan varios sitios de region hipervariable
(por ejemplo 6-7 sitios) para generar todas las sustituciones de aminoacidos
posibles en cada sitio. Por lo tanto, los anticuerpos generados se muestran en
unas particulas fagos filamentosas como fusiones del gen Ill como resultado del M
13 empacado en cada particula. Las variantes fagos desplegadas se criban para
conocer su actividad biolégica (por ejemplo su afinidad de unién) como se divulga
en la presente. Con el fin de identificar candidatos de sitios de region
hipervariable para modificacién, se puede efectuar una mutagénesis de barrido por
alanina para identificar los residuos de la region hipervariable que contribuyen
significativamente a la unién del antigeno. Alternativamente, o adicionalmente,
puede ser beneficioso analizar una estructura de cristal del complejo antigeno-
anticuerpo para identificar los puntos de contacto entre el anticuerpo y el antigeno.
Dichos residuos de contacto y los residuos cercanos son candidatos para la
sustitucion, de acuerdo con las técnicas elaboradas en la presente. Una vez se
generen las citadas variantes, el panel de variantes se somete a cribado, como se
describe en la presente, y los anticuerpos con propiedades superiores en uno o
varios analisis relevantes se pueden seleccionar para su desarrollo posterior.

Las moléculas de acido nucleico que codifican las variantes de la secuencia
de aminoacidos del anticuerpo se preparan mediante una variedad de métodos
conocidos en el arte. Estos métodos incluyen, pero no se limitan a, aislamiento de
una fuente natural (en el caso de variantes de secuencia de aminoacidos
naturales) o la preparaciéon mediante mutagénesis mediada por oligonucleétido (o
dirigida al sitio), mutagénesis PCR y mutagénesis de casete de una variante
preparada previamente o de una version no variante del anticuerpo.

Puede ser deseable introducir una o varias modificaciones del aminoacido
en una regién Fc de las polipéptidas de la inmunoglobulina de la invencién,

generando en esta forma la variante de region Fc. La variante de regién Fc puede



comprender una secuencia de region Fc humana (por ejemplo, un IgG1, 1gG2,
IgG3 humano o una regidén IgG4 Fc) que comprende una modificaciéon del
aminoacido (por ejemplo una sustitucion) en una o varias posiciones del
aminoacido incluyendo la de una cisteina bisagra.

De conformidad con esta descripcién y las ensefianzas del arte, se
contempla que en algunas incorporaciones, un anticuerpo empleado en los
métodos de la invencion puede comprender una o varias alteraciones cuando se
compara con la contraparte del anticuerpo natural, por ejemplo en la regién Fc.
Sin embargo, estos anticuerpos sustancialmente conservarian las mismas
caracteristicas requeridas para la utilidad terapéutica cuando se comparan con su
contraparte natural. Por ejemplo, se cree que se pueden efectuar determinadas
alteraciones en la regiéon Fc que resultarian en una unién C1q alterada (es decir,
bien sea mejorada o disminuida) y/o wuna Citotoxicidad Dependiente
Complementaria (CDC), por ejemplo, como se describe en WO099/51642.
Consultar también Duncan & Winter Nature 322:738-40 (1988); Patente de
Estados Unidos No. 5,648,260; Patente de Estados Unidos No. 5,624,821; y
WQO94/29351 con relacion a otros ejemplos de las variantes de la regién Fc.
Inmunoconjugados

La invencion igualmente se relaciona con inmunoconjugados, 6 conjugados
anticuerpo-farmaco (ADC), que comprenden un anticuerpo conjugado a un agente
citotoxico como un agente quimioterapéutico, un farmaco, un agente inhibidor de
crecimiento, una toxina (por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa de origen
bacteriano, fungal, de planta o animal, fragmentos de los mismos) o un isétopo
radioactivo (es decir, un radioconjugado).

El uso de conjugados anticuerpo-farmaco para la administracién local de
agentes citotoxicos o citostaticos, es decir farmacos para matar o inhibir las
células del tumor en el tratamiento del cancer (Syrigos and Epenetos (1999)
Anticancer Research 19:605-614; Niculescu-Duvaz and Springer (1997) Adv. Drg
Del. Rev. 26:151- 172; Patente de Estados Unidos 4,975,278) tedricamente
permite la administracion dirigida de una fraccién del farmaco a los tumores vy la
acumulacion intracelular en la misma, cuando la administracion sistémica de estos
agentes de farmaco sin conjugar pueden resultar en unos niveles de toxicidad
inaceptables para las células normales, al igual que las células del tumor que se
buscan eliminar (Baldwin y colaboradores, (1986) Lancet pp. (Mar. 15, 1986):603-
05; Thorpe, (1985) “Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A
Review,” en Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, A.



Pinchera y colaboradores (ed.s), pp. 475-506). Por este medio se busca la
eficacia maxima con la toxicidad minima. Se ha reportado que tanto los
anticuerpos policlonales como los anticuerpos monoclonales son utiles en estas
estrategias (Rowland y colaboradores, (1986) Cancer Inmunol. Inmunother., 21:
183- 87). Los farmacos empleados en estos métodos incluyen daunomicina,
doxorubicina, metotrexato y vindesina (Rowland y colaboradores, (1986) supra).
Las toxinas utilizadas en los conjugados anticuerpo-toxina incluyen toxinas
bacterianas como la toxina de difteria, las toxinas de plantas como la ricina, las
toxinas de molécula pequefia como geldanamicina (Mandler y colaboradores,
(2000) Tour. of the Nat. Cancer Inst. 92(19): 1573-1581; Mandler y colaboradores,
(2000) Bioorganic & Med. Chem. Letters 10:1025-1028; Mandler y colaboradores,
(2002) Bioconjugate Chem. 13:786- 791), maitansinoides (EP 1391213; Liu y
colaboradores, (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623) y calicheamicina
(Lode y colaboradores, (1998) Cancer Res. 58:2928; Hinman y colaboradores,
(1993) Cancer Res. 53:3336- 3342). Las toxinas pueden desencadenar su efecto
citotoxico y citostatico mediante mecanismos que incluyen la unién por tubulina, la
union de ADN o la inhibicién de topoisomerasa. Algunos farmacos citotdxicos
tienden a ser inactivos o menos activos cuando se conjugan con grandes
anticuerpos o con ligandos de proteina aceptor.

ZEVALES® (ibritumomab tiuxetano, Biogen/ldec) es un conjugado
anticuerpo-radioisétopo compuesto por un anticuerpo monoclonal murino IgGl
kappa dirigido contra el antigeno CD20 que se encuentra en la superficie de
linfocitos normales y malignos B y en el radioisétopo '''In o *°Y fijado por un
quelante de unioén de tioarea (Wiseman y colaboradores, (2000) Eur. Jour. Nucl.
Med. 27(7):766-77; Wiseman y colaboradores, (2002) Blood 99(12):4336-42;
Witzig y colaboradores, (2002) J. Clin. Oncol. 20(10):2453-63; Witzig vy
colaboradores, (2002) J. Clin. Oncol. 20(15):3262-69). Aunque ZEVALIN tiene
actividad contra el linfoma de célula B no-Hodgkin's (NHL), la administracion
resulta en una citopenia severa y prolongada en la mayoria de los pacientes.
MYLOTARG™ (gemtuzumab ozogamicina, Wyeth Pharmaceuticals), un
conjugado anticuerpo farmaco compuesto por un anticuerpo hu CD33 enlazado a
la calicheamicina, se aprobé en 2000 para el tratamiento de leucemia mioloide
aguda mediante inyeccion (Drugs of the Future (2000) 25(7):686; Patentes de
Estados Unidos Nos. 4970198; 5079233; 5585089; 5606040; 5693762; 5739116;
5767285; 5773001). Cantuzumab mertansina (Inmunogen, Inc.), un conjugado

anticuerpo farmaco compuesto por el anticuerpo huC242 enlazado mediante el



enlazante disulfido SPP a la fraccion de farmaco maitansinoide, DMI, esta
progresando hacia pruebas de la Fase lll para el tratamiento de canceres que
expresan CanAg, como de colon, pancreatico, gastrico y otros. MLN-2704
(Millennium Pharm., BZL Biologies, Inmunogen Inc.), un conjugado anticuerpo
farmaco compuesto por el antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA), el
anticuerpo monoclonal enlazado a la fraccion de farmaco maitansinoide, DM1, se
esta desarrollando para el tratamiento potencial de tumores de préstata. Las
peptidas auristatina, auristatina E (AE) y monometilauristatina (MMAE), analogos
sintéticos de dolastatina, se conjugaron a anticuerpos monoclonales quiméricos
cBR96 (especifico de Lewis Y en carcinomas) y cACIO (especifico a CD30 en
malignidades hematicas) (Doronina y colaboradores, (2003) Nature Biotechnology
21(7):778-784) y estan bajo desarrollo terapéutico.

Los agentes quimioterapéuticos utiles en la generacion de dichos
inmunoconjugados se han descrito arriba. Las toxinas enzimaticamente activas y
fragmentos de las mismas que se pueden emplear incluyen difteria de cadena A,
fragmentos activos no enlazantes de la toxina difteria, la exotoxina de cadena A
(de Pseudomonas aeruginosa), ricina .de cadena A, abrina de cadena A,
modeccina de cadena A, alfa-sarcina, proteinas Aleurites fordii, proteinas diantina,
proteinas Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor momordica
charantia, curcina, crotina, inhibidor sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina,
restrictocina, fenomicina, enomicina y los tricotecenos. Una variedad de
radiondclidos se encuentran disponibles para la produccidon de anticuerpos
radioconjugados. Ejemplos incluyen 2'?Bi, ©*'| %*'|n 9y y "®Re_ |Los conjugados
del anticuerpo y el agente citotoxico se fabrican empleando una variedad de
proteinas-agentes de acoplamiento bifuncionales como N-succinimidil-3-(2-
piridilditiol) propionato (SPDP), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de
imidoésteres (como dimetil adipimidato HCI), ésteres activos (como disuccinimidil
suberato), aldehidos (como glutaraldehido), compuestos bis-azido (como (p-
azidobenzoilo) hexanodiamina), derivados bis-diazonio (como  bis-(p-
diazoniobenzoilo)- etilenediamina), diisocianatos (como tolueno 2 6-diisocianato) y
compuestos bis-activos de flior (como |5-difluoro-2,4-dinitrobenceno).  Por
ejemplo, se puede preparar una inmunotoxina ricina como se describe en Vitetta y
colaboradores, Science, 238: 1098 (1987). Carbono-14-marcado 1-

isotiocianatobencil-3-metildietilen acido triaminapentaacético (MX-DTPA) es un

agente quelante ejemplar para la conjugacion del radionucleétido al anticuerpo.
Consultar W0O94/11026.



En la presente también se contemplan los conjugados de un anticuerpo y
una o varias toxinas de molécula pequefia, como calicheamicina, maitansinoides,
un tricoteceno y CC 1065 y los derivados de estas toxinas que tienen una
actividad de toxina.

Maitansina y maitansinoides

En una incorporacién, un anticuerpo (de longitud total o fragmentos) de la
invencion se conjuga con una o varias moléculas maitansinoides.

Las maitansinoides son inhibidores mitotéticos que actian mediante la
inhibicién de la polimerizacién tubulina. La maitansina se aisl6 por primera vez del
arbusto de este de Africa Maytenus serrata (Patente de Estados Unidos No.
3,896,111). Posteriormente se descubrié que ciertos microbios también producen
maitansinoides, como maitansinol y C-3 maitansinol ésteres (Patente de Estados
Unidos No. 4,151,042). Se divulgan maitansinol sintético y derivados y analogos
de los mismos por ejemplo en Patentes de Estados Unidos Nos. 4,137,230:;
4,248,870; 4,256,746, 4,260,608, 4,265,814; 4,294,757; 4,307,016; 4,308,268;
4,308,269; 4,309,428; 4,313,946; 4,315,929; 4,317,821; 4,322,348; 4,331,598;
4,361,650; 4,364,866, 4,424,219; 4,450,254, 4,362,663; y 4,371,533, cuyas
divulgaciones se incorporan expresamente a la presente por referencia.
Conjugados maitansinoide-anticuerpo

En un intento por mejorar su indice terapéutico, la maitansina y los
maitansinoides se han conjugado a anticuerpos fijandose especificamente a los
antigenos de las células de tumor. Los inmunoconjugados conteniendo
maitansinoides y su uso terapéutico se divulgan, por ejemplo, en Patentes de
Estados Unidos Nos. 5,208,020, 5,416,064 y en Patente Europea EP 0 425 235 B
1, cuya divulgacion se incorpora expresamente a la presente por referencia. Liu y
colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623 (1996) describié unos

inmunoconjugados que comprenden un maitansinoide designado DMI fijado al

anticuerpo monoclonal C242 dirigido contra el cancer colorrectal humano. Se
encontrd que el conjugado era altamente citotoxico frente a las células cultivadas
del cancer de colon y mostraba una actividad antitumoral en un analisis de

crecimiento de tumor in vivo. Chariy colaboradores, Cancer Research 52:127-131

(1992) describe los inmunoconjugados en los cuales un maitansinoide se conjuga
mediante un enlazante disulfido al anticuerpo murino A7 fijandose a un antigeno
en unas estirpes celulares de cancer de colon humano o a otro anticuerpo
monoclonal murino TA.1 que fija el oncégeno HER-2/neu. La citotoxicidad de un

conjugado maitansonoide TA.1 se ensayd in vitro en la estirpe celular del cancer
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de mama humano SK-BR-3, que expresa 3 x 10° HER-2 antigenos de superficie
por celula. EIl conjugado del farmaco alcanzé un grado de citotoxicidad similar al
farmaco maitansinoide libre, que podria ser incrementado al aumentar el nimero
de moléculas maitansinoide por molécula de anticuerpo. El conjugado A7-
maitansinoide mostré una citotoxicidad sistémica baja en ratones.

Conjugados anticuerpo-maitansinoide (inmunoconjugados)

Los conjugados anticuerpo-maitansinoide se preparan mediante la unién
quimica de un anticuerpo a una molécula de maitansinoide sin reducir
significativamente la actividad biolégica ni de la molécula del anticuerpo ni de la
molécula del maitansinoide. Un promedio de 3-4 moléculas de maitansinoide
conjugadas por molécula de anticuerpo ha mostrado ser eficiente en aumentar la
citotoxicidad para las células objetivo sin afectar de forma negativa la funcién o la
solubilidad del anticuerpo, incluso si se llegara a esperar que una molécula de
toxina/anticuerpo aumente la citotoxicidad sobre el uso del anticuerpo desnudo.
Los maitansinoides son bien conocidos en el arte y se pueden sintetizar mediante
técnicas conocidas o se pueden aislar a partir de fuentes naturales. Unos
maitansinoides apropiados se divulgan, por ejemplo, en la Patente de Estados
Unidos No. 5,208,020 y en las otras patentes y publicaciones no relacionadas con
patentes citadas en la presente arriba. Los maitansinoides preferidos son
maitansinol y analogos de maitansinol modificados en el anillo aromatico o en
otras posiciones de la molécula de maitansinol, como varios ésteres de
maitansinol.

Existen muchos grupos de unién conocidos en el arte para fabricar
conjugados  anticuerpo-maitansinoide, incluyendo, por ejemplo, aquellos
divulgados en la Patente de Estados Unidos No. 5,208,020 o en Patente EP 0 425
235 Bl 'y Chari y colaboradores, Cancer Research 52: 127-131 (1992). Los grupos

de union incluyen grupos disulfido, grupos tioéter, grupos acido labiles, grupos

fotolabiles, grupos labiles peptidasa, o grupos labiles ésterasa, como se divulga en
las patentes identificadas arriba, y los grupos disulfido y tioéter siendo los
preferidos.

Los conjugados del anticuerpo y el maitansinoide se pueden fabricar
empleando una variedad de agentes de acoplamiento de proteina bifuncionales
como  N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato  (SPDP), succinimidil-4-(N-
maleimidometil) ciclohexano-l-carboxilato, iminotiolano (IT), derivados
bifuncionales de imidoésteres (como dimetil adipimidato HCI), ésteres activos

(como disuccinimidil suberato), aldehidos (com‘o glutaraldehido), compuestos bis-



azido (como bis (p-azidobenzoilo) hexanodiamina), derivados bis-diazonio (como
bis-(p-diazoniobenzoilo)-etilenediamina), diisocianatos (como tolueno 2,6-
diisocianato) y compuestos bis-activos de flidor (como 1,5- difluoro-2,4-
dinitrobenceno). Particularmente los agentes de acoplamiento preferidos incluyen
N-succinimidil-3-(2- piridilditio) propionato (SPDP) (Carlsson y colaboradores,
Biochem. J. 173:723-737 [1978]) y N- succinimidil-4-(2-piridiltio)pentanoato (SPP)
para disponer una union disulfida.

| El enlazante se puede adherir a la molécula de maitansinoide en diversas
posiciones, dependiendo del tipo de enlace. Por ejemplo, una unién éster se
puede formar mediante la reaccién con un grupo hidroxilo empleando unas
técnicas de acoplamiento convencionales. La reaccion puede ocurrir en la
posicién C-3 con un grupo hidroxilo, modificar la posicion C-14 con hidroximetilo,
modificar la posicion C-15 con un grupo hidroxilo y la posicién C-20 teniendo un
grupo hidroxilo. En una incorporacion preferida, la unién se forma en la posicion
C-3 de maitansinol o un analogo de maitansinol.
Calicheamicina

Otro inmunoconjugado de interés comprende un anticuerpo conjugado con

una o varias moléculas de calicheamicina. La familia de antibiéticos
calicheamicina es capaz de producir rupturas de ADN de doble hebra a
concentraciones sub-picomolares. Para la preparaciéon de los conjugados de la
familia de calicheamicinas, consultar las Patentes de Estados Unidos 5,712,374,
5,714,586, 5,739,116, 5,767,285, 5,770,701, 5,770,710, 5,773,001, 5,877,296
(Todas a American Cyanamid Company). Los analogos estructurales de la
calicheamicina que se pueden emplear, incluyen, pero no se limitan a, y¢', o2’ , as'
, N-acetil-y1', PSAG y 81 (Hinman y colaboradores, Cancer Research 53:3336-
3342 (1993), Lode y colaboradores, Cancer Research 58:2925-2928 (1998) y las

Patentes de Estados Unidos a American Cianamid citadas arriba). Otro farmaco

antitumoral con el cual se puede conjugar el anticuerpo es QFA que es un
antifolato. Tanto la calicheamicina como el QFA tienen sitios intracelulares de
accion y no cruzan facilmente la membrana del plasma. Por lo tanto, la absorcion
celular de estos agentes mediante la internalizacion mediada por el anticuerpo
aumenta significativamente sus efectos citotdxicos.
Ofros agentes citotoxicos

Otros agentes antitumorales que se pueden conjugar con los anticuerpos de
la invencidn incluyen BCNU, estreptozoicina, vincristina y 5-fluorouracil, la familia

de agentes conocidos conjuntamente como el complejo LL- E33288 descrito en las

W

nv



Patentes de Estados Unidos 5,053,394, 5,770,710, al igual que las esperamicinas
(Patente de Estados Unidos 5,877,296).

Las toxinas enzimaticamente activas y los fragmentos de los mismos que se
utilizan incluyen difteria de cadena A, fragmentos activos que no se fijan de la
toxina difteria, exotoxina de cadena A (de Pseudomonas aeruginosa), ricina de
cadena A, abrina de cadena A, modeccina de cadena A, alfa-sarcina, Aleuritos
fordii proteinas, proteinas diantina, proteinas Phytolaca americana (PAPI, PAPII y
PAP-S), inhibidor momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor sapaonaria
officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina y los
tricotecenos. Consultar por ejemplo, WO 93/21232 publicada el 28 de octubre,
1993.

La presente invencion contempla ademas un inmunoconjugado formado
entre un anticuerpo y un compuesto con actividad nucleolitica (por ejemplo, una
ribonucleasa o un ADN endonucleasa como una deoxiribonucleasa; DNasa).

Para la destruccion selectiva del tumor, el anticuerpo puede comprender un
atomo altamente radioactivo. Una variedad de isétopos radioactivos esta
disponible para la produccién de anticuerpos radioconjugados. Ejemplos incluyen
AP 13T 1125 ¥ Re™® Re™ Sm'S3 Bi*'2, P¥, Pb?'? e isdtopos radioactivos de
Lu. Cuando se utiliza el conjugado para la deteccion, puede comprender un

atomo radioactivo para estudios gammagraficos, por ejemplo tc®™ o |'?

, 0.un
marcador giratorio para imagenes de resonancia magnética nuclear (NMR)
(también conocido como imagenes de resonancia magnética, mri), como iodina-
123 de nuevo, iodina-131, indium-111, fluor-19, carbono-13, nitrégeno-15,
oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro.

Los radiomarcadores o los otros marcadores se pueden incorporar en el
conjugado mediante formas conocidas. Por ejemplo, la peptida se puede
biosintetizar o se puede sintetizar mediante la sintesis quimica de aminoacidos
utilizando unos precursores de aminoacidos apropiados comprendiendo, por
ejemplo, flGior- 19 en lugar de hidrégeno. Los marcadores como tc™ o '3, .Re®
Re ® e In'"" se pueden adherir mediante un residuo de cisteina en la peptida. Se
puede adherir Yttrium- 90 mediante un residuo de lisina. Se puede utilizar el
metodo IODOGEN (Fraker y colaboradores, (1978) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 80: 49-57 para incorporar iodina-123. “Monoclonal Antibodies in
Inmunoscintigraphy” (Chatal. CRC Press 1989) describe otros métodos en detalle.

Los cbnjugados del anticuerpo y del agente citotdxico se pueden preparar

empleando una variedad de agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales



como N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP), succinimidil- 4-(N-
maleimidometil)  ciclohexano-1-carboxilato, iminotiolano  (IT),  derivados
bifuncionales de imidoésteres (como dimetil adipimidato HCI), ésteres activos
(como disuccinimidil suberato), aldehidos (como glutaraldehido), compuestos de
bis-azido (como bis (p-azidobenzoilo) hexanodiamina), derivados de bis-diazonio
(como bis-(p-diazoniobenzoilo)-etilenediamina), diisocianatos (como tolueno 2,6-
diisocianato) y compuestos bis-activos de flior (como 1,5- difluoro-2,4-
dinitrobenceno). Por ejemplo, se puede preparar una inmunotoxina de ricina como
se describe en Vitetta y colaboradores, Science 238:1098 (1987). Carbono-14-
marcado I-isotiocianatobencil-3- metildietilen acido triaminapentaacético (MX-

DTPA) es un agente quelante ejemplar para la conjugacion de un radionucleotido
al anticuerpo. Consultar W0O94/11026. El enlazante puede ser un “enlazante de
segmentacion” que facilita la liberacion del farmaco citotéxico en la célula. Por
ejemplo, se puede utilizar un enlazante acido labil, un enlazante sensible a la
peptidasa, un enlazante fotolabil, un enlazante dimetilo o un enlazante
conteniendo disulfido (Chari y colaboradores, Cancer Research 52:127-131
(1992), Patente de Estados Unidos No. 5,208,020) .

Los compuestos de la invencidn expresamente contemplan, pero no se

limitan a, ADC preparado con reactivos de enlace cruzado: BMPS, EMCS, GMBS,
HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-
EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC y sulfo-
SMPB y SVSB (succinimidil-(4-vinilsulfona)benzoato) que estan disponibles en el
comercio (por ejemplo, en Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL., U.S.A).
Consultar paginas 467-498, 2003-2004 Applications Handbook and Catalog.
Preparacion de conjugados anticuerpo farmaco

En los conjugados anticuerpo farmaco (ADC) de la invencién, un anticuerpo
(Ab) se conjuga con una o varias fracciones del farmaco (D), por ejemplo
alrededor de 1 hasta alrededor de 20 fracciones de farmaco por anticuerpo, a
través de un enlazante (L). ElI ADC de Férmula | se puede preparar a través de
diferentes formas, empleando reacciones quimicas organicas, bajo condiciones y
con reactivos conocidos por aquellos con destreza en el arte: (1) la reaccidn de un
grupo nucleofilico de un anticuerpo con un reactivo enlazante bivalente para
formar Ab-L, a través de un enlace covalente, seguido por la reacciéon con una
fraccion del farmaco D; y (2) la reaccion de un grupo nucleofilico de una fraccién
de farmaco con un reactivo enlazante bivalente, para formar D-L, a través de un



enlace covalente, seguido por una reaccién con el grupo nucleofilico de un

anticuerpo.

Ab-(L-D)p |

Los grupos nucleofilicos en anticuerpos incluyen, pero no se limitan a: (i)
grupos amina N-terminal, (ii) grupos amina cadena lateral, por ejemplo lisina, (iii)
grupos tiol cadena lateral, por ejemplo cisteina y (iv) grupo hidroxilo del azlcar y
grupos amino donde el anticuerpo se glicosila. Los grupos amina, tiol e hidroxilo
son nucleofilicos y tienen la capacidad de reaccionar para formar enlaces
covalentes con grupos electrofilicos en fracciones enlazantes y reactivos
enlazantes incluyendo: (i) ésteres activos como NHS ésteres, HOBt ésteres,
haloformatos y acidos halidos; (ii) halidos alquilo y bencilo como haloacetamidas;
(iii) aldehidos, cetonas, carboxilos y grupos maleimida. Ciertos anticuerpos tienen
unos disulfidos reducibles entre cadenas, es decir unos puentes de cisteina. Los
anticuerpos se pueden hacer reactivos para la conjugacion con reactivos
enlazantes mediante el tratamiento con un agente reductor como DTT (ditiotreitol).
Por lo tanto, cada puente de cisteina forma, teéricamente, dos nucledfilos tiol
reactivos. Se pueden introducir unos grupos nucleofilicos adicionales en los
anticuerpos mediante la reacciéon de las lisinas con 2-iminotiolano (reactivo de
Traut) resultando en la conversién de una amina a un tiol.

Los conjugados anticuerpo farmaco de la invencidon también se pueden
producir mediante la modificacion del anticuerpo para introducir unas fracciones
electrofilicas, que pueden reaccionar con radicales nucleofilicos en el reactivo o
farmaco enlazante. Los azlcares de los anticuerpos glicosilados se pueden
oxidar, por ejemplo con reactivos periodatos oxidantes para formar grupos
aldehidos o cetona que pueden reaccionar con el grupo amina de las fracciones
de los reactivos o farmacos del enlazante. Los grupos resultantes imina base
Schiff pueden formar una unién estable, 0 se pueden reducir, por ejemplo por
reactivos borohidruro para formar unas uniones amina estables. En una
incorporacién, la reacciéon de la porcion de carbohidrato de un anticuerpo
glicosilado bien sea con glactosa oxidasa o con sodio meta-periodato puede
producir carbonilo (grupos aldehido y cetona) en la proteina que puede reaccionar

con los grupos apropiados en el farmaco (Hermanson, Bioconjugate Techniques).

En otra incorporacion, las proteinas conteniendo residuos serina o treonina N-

terminal pueden reaccionar con sodio meta-periodato, resultando en la produccion
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de un aldehido en lugar del primer aminoacido (Geoghegan & Stroh, (1992)
Bioconjugate Chem. 3:138-146; US 5362852). Dicho aldehido se puede hacer
reaccionar con una fraccidén de farmaco o con el nucleéfilo enlazante.

De igual manera, los grupos nucleofilicos en una fraccién de farmaco
incluyen, pero no se limitan a: amina, tiol, hidroxilo, hidracida, oxima, hidrazina,
tiosemicarbazona, hidrazina carboxilato y grupos arilhidracida capaces de
reaccionar para formar enlaces covalentes con grupos electrofilicos en fracciones
de enlace y reactivos de enlace incluyendo: (i) ésteres activos como NHS ésteres,
HOBt ésteres, haloformatos y &cido halidos; (ii) alquilo y bencilo halidos como
haloacetamidas; (iii) grupos aldehidos, cetonas, carboxilos y maleimida.

Alternativamente, se puede hacer una proteina de fusion que comprende el
anticuerpo y un agente citotdxico, por ejemplo, mediante técnicas recombinantes o
la sintesis de peptidas. La longitud del ADN puede comprender las regiones
respectivas que codifican las dos porciones del conjugado, bien sea adyacentes
entre si 0 separadas por una regiéon que codifican una peptida enlazante que no
destruye las propiedades deseadas del conjugado.

En aun otra incorporacion, el anticuerpo se puede conjugar con un “aceptor”
(como estreptavidina) para la utilizacion en el pre-direccionamiento del tumor
donde el conjugado anticuerpo-aceptor se administra al paciente, seguido de la
eliminacion del conjugado sin fijar de la circulacién utilizando un agente de
depuracion y luego se administra un “ligando” (por ejemplo, avidina) que se
conjuga con un agente citotdéxico (por ejemplo, un radionucledtido).

Derivados de anticuerpo

Los anticuerpos de la presente invencién se pueden modificar ain mas para
contener unas fracciones no proteinaceas adicionales conocidas en el arte y
facilmente disponibles.  Preferiblemente, las fracciones apropiadas para la
derivatizacion del anticuerpo son polimeros solubles en agua. Ejemplos no
limitantes de polimeros solubles en agua incluyen, pero no se limitan a,
polietilenglicol (PEG), copolimeros de etilenglicol/propilenglicol,
carboximetilcelulosa, dextrano, polivinil alcohol, polivinil pirrolidona, poli-1, 3-
dioxolano, poli-l,3,6-trioxano, copolimero anhidruro etilen/maleico, poliaminoacidos
(bien sea homopolimeros o copolimeros aleatorios) y dextrano o poli(n- vinil
pirrolidona)polietilenglicol, = homopolimeros  propropilenglicol,  co-polimeros
prolipropilen éxido/etil 6xido, polioles polioxietilados (por ejemplo, Glicerol), polivinil
alcohol y mezclas de los mismos. El polietilenglicol propionaldehido puede tener

ventajas en la manufactura debido a su estabilidad en el agua. El polimero puede
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tener cualquier peso molecular y puede ser ramificado o no ramificado. El nimero
de polimeros adheridos al anticuerpo puede variar y si tiene mas de un polimero
adherido, pueden ser moléculas iguales o diferentes. En general, el nimero y/o el
tipo de polimeros empleado para la derivatizacién se puede determinar con base
en unas consideraciones incluyendo, pero no limitado a, las propiedades
particulares o las funciones del anticuerpo que se busca mejorar, asi el anticuerpo
derivado se vaya a emplear en una terapia bajo unas condiciones definidas, etc.
Formulaciones farmacéuticas

Las formulaciones terapéuticas que comprenden un anticuerpo de la
invencién estan preparadas para ser almacenadas, mezclando el anticuerpo con el
grado de pureza deseado con unos excipientes opcionales fisioldgicamente
aceptables, excipientes o estabilizantes (Pharmaceutical Sciences de Remington
Edicidon 16, Osol, A. Ed. (1980)), en forma de soluciones acuosas, liofilizadas u
otras formulaciones secas. Unos excipientes aceptables, unos excipientes o
estabilizantes no son téxicos para los receptores en las dosis y a las
concentraciones empleadas, e incluyen soluciones amortiguadoras como fosfato,
citrato, histidina y otros &cidos organicos; antioxidantes incluyendo acido ascérbico
y metionina, conservantes (como cloruro de amonio octadecildimetilbencilo;
cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol,
butilo o bencil alcohol; alquilo parabenos como metil o propil parabeno; catechol;
resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidas de bajo peso
molecular (menos de alrededor de 10 residuos); proteinas como albimina en
suero, gelatina, o inmunoglobulinas;  polimeros  hidrofilicos como
polivinilpirrolidona; aminoacidos como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina o lisina, monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos incluyendo
glucosa, mannosa, o dextrinas; agentes quelantes como EDTA; aziicares como
sacarosa, mannitol, trehalosa o sorbitol; contraiones que forman sales como sodio,
complejos metales (por ejemplo, complejos Zn-proteina); y/o surfactantes no
idnicos como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

La formulacion en la presente también puede contener méas de un
compuesto activo, seglin sea necesario, para la indicacion particular que se esta
tratando, preferiblemente aquellos con actividades complementarias que no tienen
un efecto adverso entre si. Las citadas moléculas estan convenientemente
presentes en cantidades efectivas para el fin que se busca.

Los ingredientes activos también se pueden guardar en una microcapsula,
preparada por ejemplo, por medio de unas técnicas de coacervacién o mediante



una polimerizaciébn interfacial, por ejemplo, un microcapsula de
hidroximetilcelulosa o de gelatina y una microcapsula de poli-(metiimetacilato)
respectivamente en sistemas de administracion coloidales para farmacos (por
ejemplo, liposomas, microesferas de albimina, microemulsiones, nano-particulas
y nanocapsulas) o en macroemulsiones. Dichas técnicas se divulgan en
Pharmaceutical Sciences de Remington Edicion 16, Osol, A. Ed. (1980).

Las formulaciones que se van a utilizar para la administracion in vivo deben
ser estériles. Esto se logra facilmente mediante filtracion a través de unas
membranas de filtracién estériles.

Se pueden preparar unas preparaciones de liberacion sostenida. Ejemplos
apropiados de preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices
semipermeables de polimeros sélidos hidrofébicos conteniendo la inmunoglobulina
de la invencion, matrices estas que tienen la forma de unos articulos formados,
por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Ejemplos de matrices de liberacién
sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-
metacrilato), o poli{vinilalcohol)), polilactidas (Patente de Estados Unidos No.
3,773,919), copolimeros de acido L-glutamico y vyetil-L-glutamato, etilen-vinil
acetato no degradable, copolimeros degradables acido lactico acido glicolico como
LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas por copolimero acido
lactico acido glicdlico y acetato leuprolida) y poli-D-(- )-3-acido hidroxibutirico.
Aunque los polimeros como etilen-vinil acetato y copolimero acido lactico acido
glicélico permiten la liberacion de moléculas durante mas de 100 dias, ciertos
hidrogeles liberan proteinas durante un periodo de tiempo mas corto. Cuando se
encapsulan, las inmunoglobulinas permanecen en el cuerpo durante un largo
periodo de tiempo, se pueden desnaturalizar o unir como resultado de la
exposicion a la humedad a 37°C, resultando en la pérdida de la actividad bioldgica
y en posibles cambios de inmunogenicidad. Se pueden contemplar unas
estrategias racionales para la estabilizacion, dependiendo del mecanismo
comprometido.  Por ejemplo, si se descubre que el mecanismo de unién es la
formacion de enlaces S-S intermoleculares mediante un intercambio tio-disulfido,
se puede alcanzar la estabilidad modificando los residuos sulfihidrilos, mediante
liofilizacion de soluciones. acidicas, controlando el contenido de humedad,
empleando unos aditivos apropiados y desarrollando unas composiciones
especificas de matrices de polimero.

Usos
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Un anticuerpo de la presente invencién se puede emplear, por ejemplo, en
métodos terapéuticos in vitro, ex vivo e in vivo. Los anticuerpos de la invencién se
pueden emplear como un antagonista para bloquear parcial o totalmente la
actividad del antigeno especifico in vitro, ex vivo y/o in vivo. Adicionalmente, por lo
menos algunos de los anticuerpos de la invencién pueden neutralizar la actividad
del antigeno de otras especies. Por lo tanto, se pueden utilizar los anticuerpos de
la invencion para inhibir una actividad de un antigeno especifico, por ejemplo, en
un cultivo de células conteniendo el antigeno, en individuos humanos o en otros
individuos mamiferos teniendo el antigeno con el cual un anticuerpo de la
invencion reacciona en forma cruzada (por ejemplo chimpancé, mandril, titi, mono
de Java y rhesus, cerdo o ratén). En una incorporacion, se puede emplear el
anticuerpo de la invencién para inhibir las actividades del ant‘igeno al poner en
contacto el anticuerpo con el antigeno de manera que la actividad del antigeno
queda inhibida. Preferiblemente, el antigeno es una molécula de proteina humana.

En una incorporacion, se puede utilizar un anticuerpo de la invencion en un
método para inhibir un antigeno en un individuo que padece un desorden en el
cual la actividad del antigeno es perjudicial, que comprende administrar al
individuo un anticuerpo de la invencion de manera que la actividad del antigeno en
el individuo queda inhibida. Preferiblemente, el antigeno es una molécula de
proteina humana y el individuo es un humano. Alternativamente, los individuos
pueden ser mamiferos que expresan el antigeno con el cual se une el anticuerpo
de la invencién. Para ir mas alla, el individuo puede ser un mamifero en el cual se
introdujo el antigeno o mediante la expresion de un transgén del antigeno). Se
puede administrar un anticuerpo de la invencion a un individuo humano con fines
terapeuticos. Adicionalmente se puede administrar un anticuerpo de la invencion
a un mamifero no humano que expresa un antigeno con el cual la inmunoglobulina
tiene una reaccion cruzada (por ejemplo, un primate, un cerdo o un ratén) con
fines veterinarios 0 como un modelo animal de una enfermedad humana. Con
respecto a esta Ultima, dichos modelos animales pueden ser Utiles para evaluar la
eficacia terapéutica de los anticuerpos de la invencion (por ejemplo, pruebas de
dosis y periodos de tiempo para administracion). Los anticuerpos de bloqueo de
la invencion que son terapéuticamente utiles incluyen, por ejemplo pero no se
limitan a, factores de anticuerpos anti-HER2, anti-VEGF, anti-IgE, anti-CDI |, anti-
interferon y anti-tejidos. Los anticuerpos de la invenciéon se pueden emplear para
tratar, inhibir, retrasar la progresion de, prevenir/retrasar la recurrencia de, mejorar

o prevenir enfermedades, desordenes o condiciones asociadas con la expresion



y/o actividad anormal de una o varias moléculas del antigeno, incluyendo pero no
limitado a tumores malignos y benignos; neoplasias no relacionadas con leucemia
y linfoides; desérdenes neuronales, gliales, astrocitales, hipotalamicas y otros
desdrdenes glandulares, macrofagos, epiteliales, estromales y blastocoélicos; y
desordenes inflamatorios, inmunoldgicos y otros desordenes relacionados con la
angiogénesis y desérdenes inmunologicos.

En un aspecto, un anticuerpo de bloqueo de la invencion es especifico para
un ligando de un antigeno e inhibe la actividad del antigeno al bloquear o interferir
en la interaccién ligando-aceptor comprometiendo el ligando del antigeno, y en
esta forma inhibiendo la respectiva via de sefial y otros eventos moleculares o
celulares. La invencion también caracteriza los anticuerpos -aceptor especificos
que no necesariamente evitan que el ligando se una pero interfieren con la
activacion del receptor, y en esta forma inhiben cualquier respuesta que
normalmente seria iniciada por la unién del ligando. La invencion también abarca
los anticuerpos que preferiblemente o exclusivamente se unen a complejos
ligando-aceptor. Un anticuerpo de la invencién también puede actuar como un
agonista de un antigeno aceptor particular, en esta forma potenciando,
aumentando o activando todas las actividades o parte de las actividades de la
activacion ligando-mediado por aceptor.

En ciertas incorporaciones, se administra un inmunoconjugado que
comprende un anticuerpo conjugado con un agente citotoxico al paciente. En
algunas incorporaciones, el inmunoconjugado y/o el antigeno al cual esta unido se
internaliza(n) por la célula, resultando en una mayor eficacia terapéutica del
inmunoconjugado al matar la célula objetivo a la cual se une. En una
incorporacion, el agente citotoxico se dirige a o interfiere con el acido nucleico en
la célula objetivo. Ejemplos de dichos agentes citotdxicos incluyen cualquiera de
los quimioagentes terapéuticos notados en la presente (como un maitansinoide o
una calicheamicina), un is6topo radioactivo o una ribonucleasa o un ADN
endonucleasa.

Los anticuerpos de la invencion se pueden emplear bien sea solos o en
combinacion con otras composiciones en una terapia. Por ejemplo, se puede co-
administrar un anticuerpo de la invencidn con otro anticuerpo, agente(s)
quimioterapéutico(s) (incluyendo cocteles de quimioagentes terapéuticos), otro(s)
agente(s) citotdxico(s), agente(s) anti-angiogénico(s), citosina(s) y/o agente(s)
inhibidor(es) de crecimiento. Cuando un anticuerpo de la invencién inhibe el

crecimiento de un tumor, puede ser particularmente deseable combinarlo con uno



0 varios agente(s) terapéutico(s) que también inhibe(n) el crecimiento del tumor.
Por ejemplo, se puede combinar un anticuerpo de Ia invencién con un anticuerpo
anti-VEGF (por ejemplo, AVASTIN) y/o anticuerpos anti-ErbB (por ejemplo
HERCEPTIN® anticuerpo anti-HER2) es un esquema de tratamiento, por ejemplo
al tratar cualquiera de las enfermedades descritas en la presente, incluyendo
cancer colorrectal, cancer metastatico de mama y cancer de rifidn.
Alternativamente, o adicionalmente, el paciente puede recibir una terapia de
radiacion combinada (por ejemplo irradiacion de haz externo o terapia con un
agente con marcacion radioactiva, como un anticuerpo). Dichas terapias
combinadas notadas arriba incluyen la administracion combinada (cuando se
incluyen dos o mas agentes en la misma formulacién o en formulaciones
separadas) y la administracion separada, en cuyo caso, la administracion del
anticuerpo de la invencion puede hacerse antes y/o después de la administracion
de la terapia o terapias complementarias.

El anticuerpo de la invencién (y el agente terapéutico complementario) se
administran a través de cualquier medio apropiado, incluyendo parenteral,
subcutaneo, intraperitoneal, intrapulmonar e intranasal, y si se desea para el
tratamiento local, mediante administracién intralesional. Las infusiones
parenterales incluyen administracién intramuscular, intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal o subcutdnea.  Adicionalmente, el anticuerpo se administra
apropiadamente mediante infusion por pulsos, particularmente con un declive de
dosis del anticuerpo. Las dosis pueden ser por cualquier via apropiada, por
ejemplo por inyecciones como inyecciones intravenosas o0 subcutaneas,
dependiendo en parte de si la administracion es breve o cronica.

La composicién del anticuerpo de la invencién sera formulada, dosificada y
administrada en una forma consistente con una buena practica médica. Los
factores que se deben considerar en este contexto incluyen el desordén particular
que se esta tratando, el mamifero particular que se esta tratando, la condicién
clinica del paciente individual, la causa del desorden, el sitio de administracion del
agente, el metodo de administracion, la programacion de la administracion y otros
factores conocidos por los practicantes de la medicina. El anticuerpo no tiene que
formularse, pero opcionalmente se formula con uno o varios agentes empleados
en la actualidad para prevenir o tratar el desorden en cuestién. La cantidad
efectiva de dichos otros agentes depende de la cantidad de anticuerpos de la
invencion presentes en la formulacion, del tipo de desorden o del tratamiento y de

otros factores discutidos arriba. Estos generalmente se utilizan con las mismas
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dosis y con las vias de administracion empleadas anteriormente o en alrededor de
1 a 99% de las dosis empleadas en el pasado.

Para la prevencion o el tratamiento de una enfermedad, la dosis apropiada
de un anticuerpo de la invencién (cuando se emplea solo o combinado con otros
agentes como quimioagentes terapéuticos) va a depender del tipo de enfermedad
que se va a tratar, del tipo de anticuerpo, de la gravedad y del progreso de la
enfermedad, sin perjuicio de que el anticuerpo se administre con fines preventivos
o terapéuticos, de terapias anteriores, de la historia clinica del paciente y de la
respuesta al anticuerpo y de la discrecién del facultativo atendiendo el caso. El
anticuerpo se administra apropiadamente al paciente mediante un tratamiento de
una sola dosis o a través de una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y de
la gravedad de la enfermedad, alrededor de 1 pg/kg a 15 mg/kg (por ejemplo
0.1mg/kg-10mg/kg) de anticuerpo es un candidato de dosis inicial para la
administracion al paciente, asi, por ejemplo, mediante una o varias
administraciones separadas o a través de una infusion continua. Una dosis diaria
tipica puede variar desde alrededor de 1 ug/kg hasta 100 mg/kg o mas,
dependiendo de los factores citados arriba. Para una administracién repetida
sobre un periodo de varios dias o un periodo mas largo, dependiendo de la
condicion, el tratamiento se sostiene hasta alcanzar una supresién deseada de los
sintomas de la enfermedad. Una dosis ejemplar del anticuerpo estaria en el
rango desde alrededor de 0.05 mg/kg hasta alrededor de 10mg/kg. Por lo tanto,
una o varias dosis de alrededor de 0.5mg/kg, 2.0mg/kg, 4.0mg/kg o 10mg/kg (o
cualquier combinacion de estas) se puede administrar al paciente. Dichas dosis
se pueden administrar en forma intermitente, por ejemplo cada semana o cada
tres semanas (por ejemplo de manera que el paciente reciba desde alrededor de
dos hasta alrededor de veinte, por ejemplo alrededor de seis dosis del anticuerpo).
Se puede administrar una carga de dosis inicial mas alta, seguida por una o varias
dosis menores. Un ejemplo de un régimen de dosis comprende administrar una
carga de dosis inicial de alrededor de 4 mg/kg, seguida por una dosis semanal de
mantenimiento de alrededor de 2 mg/kg del anticuerpo. Sin embargo, otros
regimenes de dosis pueden ser Utiles. Es facil monitorear el progreso de esta
terapia mediante unas técnicas convencionales y unos analisis.

Articulos de manufactura

En otro aspecto de la invencién, se dispone un articulo de manufactura
conteniendo materiales Utiles para el tratamiento, la prevencién y/o el diagndstico

de los desoérdenes descritos arriba. El articulo de manufactura comprende un



envase y una etiqueta o un inserto en el paquete en o asociado con el envase.
Unos envases apropiados incluyen, por ejemplo, botellas, ampollas, jeringas, etc.
Los envases se pueden formar a partir de una variedad de materiales como vidrio
o plastico. El envase contiene una composicién, que es por si misma o cuando se
combina con otra composicion, efectiva para tratar, prevenir y/o diagnosticar la
condicién y puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo el envase puede
ser una bolsa con una solucién intravenosa o una ampolla con un tapén que se
puede perforar con una aguja de una jeringa hipodérmica). Por lo menos un
agente activo en una composicién es un anticuerpo de la invencion. La etiqueta o
el inserto en el paquete indican que una composicion se utiliza para tratar la
condicion escogida, como el cancer. Ademas, el articulo de manufactura puede
comprender (a) un primer envase con una composicion contenida en el mismo,
donde una composicion cbmprende un anticuerpo de la invencion; y (b) un
segundo envase con una composicién contenida en el mismo, donde una
composicion comprende otro agente citotdxico. El articulo de manufactura en esta
incorporacion de la invencion puede comprender ademas un inserto en el paquete
que indica las composiciones del primer y del segundo anticuerpo, que se pueden
emplear para ftratar una condiciébn particular, por ejemplo céancer.
Alternativamente, o adicionalmente, el articulo de manufactura puede comprender
ademas un segundo (o tercer) envase que comprende una solucién amortiguadora
farmacéuticamente aceptable, como agua bacterioestatica para inyeccion (BWFI),
solucion salina amortiguada con fosfato, solucion de Ringer y solucidn de
dextrosa. Adicionalmente puede incluir otros materiales deseables desde el punto
de vista comercial y del usuario, incluyendo otras soluciones amortiguadoras,
diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

Los siguientes son ejemplos de los métodos y las composiciones de la
invencion. Se entiende que se pueden realizar otras varias incorporaciones dada

la descripcion general presentada arriba.

EJEMPLOS

Materiales y métodos

Los nimeros de residuo son de acuerdo con Kabat (Kabat y colaboradores,
Sequencies of proteins of inmunological interest, Edicion 5, Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)). Se emplean abreviaturas de

una sola letra para los aminoacidos. Las degeneraciones del ADN se representan
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mediante el codigo IUB (N = A/C/G/T, D = AIG/T, V = AICIG, B= C/G/T, H= A/CIT,
K=G/T,M=A/C,R=PJG, S=G/C, W=PJTy=C/T).

La regién hipervariable directa se transplanta en el soporte
consensual humano aceptor — El fago empleado para este trabajo es un vector
de muestrario monovalente Fab-g3 (pV0350-2B) que tiene 2 soportes de lectura
abiertos bajo el control del promotor phoA, esencialmente como se describe en
Lee y colaboradores, J. Mol. Biol. (2004), 340(5): 1073-93. El primer soporte de
lectura abierto consiste en la secuencia de sefal stll fusionada a los dominios VL y
CH1 de cadena liviana del aceptor y el segundo consiste en la secuencia de sefal
stll fusionada con los dominios VH y CH1 de la cadena pesada del aceptor
seguido por una proteina de cubierta fago menor truncada P3. Consultar Lee y
colabctadores, supra.

Los dominios VL y VH de murino 5D5 (consultar hibridoma 5D5.11.6, ATCC
Depdsito No. HB-11895, fecha de deposito mayo 23, 1995) se alinearon con el
consenso humano kappa | (hulll) y los dominios VH del consenso de subgrupo
humano HlI (hulH). Para efectuar el transplante HVR, se utilizé el soporte VH del
aceptor, que difiere del consenso del dominio VH del subgrupo humano en 3
posiciones: R71A, N73T y L78A (Carter y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci
USA 89:4285 (1992)). Las regiones hipervariables del anticuerpo murino 5D5
(mudD5) se concibieron en el soporte consensual humano aceptor para generar
un transplante HVR- directo de 5D5 (transplante 5D5). En el dominio VL, las
siguientes regiones se transplantaron en el consenso humano aceptor: posiciones
24-34 (L), 50-56 (L2) y 89-97 (L3). En el dominio VH, se transplantaron las
posiciones 26-35 (HI), 49-65 (H2) y 95-102 (H3) (Figura 1).

Las variantes de transplante directo se generaron por la mutagénesis
Kunkel empleando un oligonucledtido separado para cada region hipervariable.
Los clones correctos se evaluaron mediante un secuenciado de ADN.

Aleatorizacion restringida de las regiones hipervariables - Se introdujo
una diversidad de secuencia en cada region hipervariable empleando una
estrategia de aleatorizacion restringida que mantiene una inclinacién hacia la
region hipervariable de la secuencia murina. Esto se logrd utilizando una
estrategia de sintesis de oligonucleétido envenenado como lo describe Gallop y
colaboradores, J. Med. Chem. 37: 1233-1251 (1994). Para que una posicion dada
en una region hipervariable sea mutada, el codén que codifica el aminoacido
natural se envenena con una mezcla 70-10-10-10 de nucleétidos resultando en
una tasa promedio de mutacién del 50 por ciento en cada posicion.



Los oligonucleétidos de aleatorizacion restringida siguieron el patron de la
region hipervariable de las secuencias murina y abarcaron las mismas regiones
definidas por los transplantes directos de regién hipervariable. La posiciéon del
aminoacido al comienzo de H2 (posicién 49) en el dominio VH, estaba limitada, en
cuanto a diversidad de secuenciaa A, G, So T por emplear el codén RGC.

Generacion de bibliotecas fago — Combinaciones de oligonucleétidos
seleccionados aleatoriamente para cada region hipervariable se fosforilaron por
separado en seis reacciones de 20 pl conteniendo 660 ng de oligonucledtido, 50
mM Tris pH 7.5, 10 mM MgClz, 1 mM ATP, 20 mM DTT y 5 U polinucleétido cinasa
durante 1 h a 37°C. Luego los seis conjuntos de oligonucledtidos fosforilados se
combinaron con 20 pug de molécula patron Kunkel en 50 mM Tris pH 7.5, 10 mM
MgCl2 en un volumen final de 500 pl resultando en un oligonucleétido con una
proporcién de molécula patron de 3. La mezcla se hibridé a 90°C durante 4 min,
50°C durante 5 min y luego se enfrié sobre hielo. El oligonucleétido sin hibridar
sobrante se extrajo con un estuche de purificacion QIAQUICK PCR (Qiagen
estuche 28106) empleando un protocolo modificado para evitar una excesiva
desnaturalizacién del ADN hibridado. A los 500 Ml de la mezcla hibridada se
agregaron 150 pl de PB y la mezcla se dividi6 en dos columnas de silice.
Después de lavar cada columna con 750 ul de PE y de una agitacién adicional
para secar las columnas, cada columna se levigé con 110 pl de 10 mM Tris, 1 mM
EDTA, pH 8. Luego la molécula patrén hibridada y limpia (220 pl) se completo al
agregar 1 pl 100mM ATP, 10 pl 25mM dNTPs (25mM cada uno de dATP, dCTP,
dGTP y dTTP), 15 pl 100mM DTT, 25 ul 10X TM solucion amortiguadora (0.5 M
Tris pH 7.5, 0.1 M MgCl,), 2400 U T4 ligasa y 30 U T7 polimerasa durante 3 h a
temperatura ambiente.

El producto completado se analizé en Tris-Acetato-EDTA/geles de agarosa
(Sidhu y colaboradores, Methods in Enzymology 328:333-363 (2000)).
Normalmente habia tres bandas visibles: la banda inferior es un producto
completado y ligado correctamente, la banda del centro es un producto
completado pero no ligado y la banda superior es un producto de filamento
desplazado.. La banda superior se produce por una actividad lateral intrinseca de
polimerasa T7 y es dificil de evitar (Lechner y colaboradores, J. Biol. Chem.
258:11174-11184 (1983)); sin embargo, esta banda se transforma 30 veces
menos eficientemente que la banda inferior y normaimente aporta muy poco a la

biblioteca. La banda del centro se debe a la ausencia de un fosfato 5' para la



reaccion final de ligado; esta banda se transforma eficientemente y basicamente
produce la secuencia de tipo natural.

Luego el producto completado se limpi6 y se sometié a electroporado en
células SS320 y se propag6 en presencia de fago cooperador M13/KO7 como lo
describen Sidhu y colaboradores, Methods in Enzymology 328:333-363 (2000).
Los tamarios de la biblioteca variaron de 1 - 2 x 10° clones independientes. Los
clones aleatorios de las bibliotecas iniciales se secuenciaron para evaluar la
calidad de la biblioteca.

Seleccion fago - El aceptor humano FCH se generé y se utilizé como una
fusion Fc (HGFR- Fc) (Mark y colaboradores, J. Biol. Chem. (1992), 267:26166-
26171). Se aplicé una capa de HGFR-Fc a unas placas de microtitulo de
MaxiSorp (Nunc) a 5 pg/ml en PBS. Para la primera ronda de seleccidn, se
emplearon 8 pozos objetivo; se empled un solo pozo objetivo para las siguientes
rondas de seleccion. Los pozos se bloquearon durante 1 h utilizando Casein
Blocker (Pierce). Los fagos se recolectaron del supernadante del cultivo y se
suspendieron en PBS conteniendo 1 % BSA y 0.05 % TWEEN 20 (PBSBT).
Después de la unién en los pozos durante 2 h, los fagos no unidos se extrajeron
mediante extenso lavado con PBS conteniendo 0.05 % TWEEN 20 (PBST). Los
fagos unidos se levigaron mediante la incubacién de los pozos con 50 mM HCI,
0.5 M KCI durante 30 min. Los fagos se amplificaron empleando células Topl0 y
fago cooperador M13/KO7 y se cultivaron durante la noche a 37°C en 2YT, 50
Hg/ml carbanecilina. Los titulos de los fagos levigados de un pozo objetivo
recubierto se compararon con los titulos de un pozo no-objetivo recubierto para
evaluar el enriquecimiento.

Para la maduracion de afinidad, las bibliotecas fago se clasificaron
mediante una solucion de método de clasificacion. Se biotinilé HFGR-Fc al
mezclar 500 pl de 3.6 mg/ml HGFR-Fc en PBS y 10 pl de 1 M fosfato de potasio,
pH 8 con 20 ul 4 mM Sulfo-NHS-LC-biotina (Pierce). ElI HGFR-Fc biotinilado (b-
HGFR- Fc) se purificé utilizando una columna NAP5 (Amersham Biosciences) en
PBS. Los pozos de microtitulos se recubrieron con 10 ug/ml neutravidina en PBS
durante la noche a 4°C y luego se bloquearon durante 1 h empleando Casein
Blocker (Pierce). En la primera ronda de paneo, se mezcldé 200 ul fago
suspendido en PBS conteniendo 0.05% Tween 20 (PBST) y 1 % BSA con 10 nM
b-HGFR-Fc durante 1 hr. Los fagos unidos al b-HGFR-Fc se capturaron en unos
pozos recubiertos con neutravidina durante 10 min y los fagos no unidos se

retiraron mediante lavado con PBST. Los fagos se levigaron empleando 20 mM



HCI, 500 mM KClI durante 45 m, se neutralizaron y se propagaron en celdas azules
XLl (Stratagene) en presencia de KO7 fago cooperador (New England Biolabs).
Las rondas posteriores de clasificacién se realizaron en forma similar con las
siguientes excepciones: en la ronda 2 la concentracién final de b-HGFR-Fc fue de
5.6 nM, en la ronda 3, la concentracion final de b-HGFR-Fc fue 0.1 nM, en la ronda
4, la concentracion final de b-HGFR-Fc fue 0.5 nM y se afadié 780 nM HGFR-F¢
sin biotinilar a la mezcla durante 1 h antes de la captura en neutravidina.

Fago ELISA — Placas de microtitulos MaxiSorp se recubrieron con HGFR-
Fc humano a 5 pyg/ml en PBS durante la noche y luego se bloquearon con Casein
Blocker. Los fagos de los supernadantes del cultivo se incubaron con HGFR-F¢
diluido en serie en PBST conteniendo 1 % BSA en una placa de microtitulos para
un cultivo de tejido durante 1 h. Después de esto, 80 pl de la mezcla se
transfirieron a las placas objetivo recubiertas durante 15 min para capturar los
fagos no unidos. La placa se lavo con PBST y se afiadié conjugado HRP anti-M13
(Amersham Pharmacia Biotech) (1:5000 en PBST conteniendo 1 % BSA) durante
40 min. La placa se lavé con PBST y se desarrolld6 agregando sustrato de
tetrametilbencidina (Kirkegaard and Perry Laboratories, Gaithersburg, MD). La
absorbencia a 405 nm se graficé como una funcién de la concentracion objetivo en
la solucién para determinar un ICs,. Esto se utilizo como un estimado de afinidad
para el clon Fab representado en la superficie del fago.

Produccion Fab y determinacién de la afinidad— Para expresar la
proteina Fab para las mediciones de afinidad, se introdujo un codén de parada
entre la cadena pesada y g3 en el vector de muestrario del fago. Los clones se
transformaron en células E. coli 34B8 y se cultivaron en un medio AP5 a 30° C
(Presta y colaboradores Cancer Res. 57: 4593-4599 (1997)). Las células se
recolectaron mediante centrifugacion, se suspendieron en 10 mM Tris, 1 mM
EDTA pH 8 y se abrieron empleando un microfluidizador. Se purificé el Fab
mediante una cromatografia de afinidad a la Proteina G.

Las determinaciones de afinidad se efectuaron mediante la resonancia por
plasmoén de superficie empleando un BlAcore™- 2000. Se inmovilizé el HGFR-Fc
(-1000 unidades de respuesta (RU)) en una fraccion CM5 y se inyectaron
diferentes concentraciones de Fab (4 a 500 nM) en PBST. Después de cada
inyeccion la fraccion se regeneré empleando 100 mM HCI. La respuesta de union
se corrigié al restar la RU de una celda de flujo en blanco. Se utilizé un modelo

Languir 1 : 1 para el ajuste simultaneo de lo, ¥ ko para el analisis cinético.



Analisis de electro- quimioluminiscencia para OA5D5 bloqueo de FCH |
union cMet

Se biotinilo la proteina cMet-Ig purificada producida por Genentech (South
San Francisco, CA) mediante la incubacién con NHS-X-Biotina de un excedente
molar multiplicado por 20 en 0.1 M NaHCO3, pH 8.5 utilizando biotina-X-NHS
(Research Organics, Cleveland, OH). Se marcé FCH humano purificado de 2
cadenas producido en Genentech con BV-TAG (cat # 110034) a través de quimica
NHS-ester de acuerdo con las instrucciones del fabricante (BioVeris International,
Gaithersburg, MD). Se incub6 cMet-Ig-biotina (500 ng/mL), HGF-marcador rutenio
(250 ng/mL) y titulaciones de anticuerpo OA5D5 variando de 3333-0.21 nM de
anticuerpo en un volumen de 100 ul de diluyentes de analisis: PBS + 0.5% BSA /
0.5% Tween 20 / 0.033% Proclina (Supelco Inc. Bellefonte PA). Las mezclas se
incubaron en unas placas en polipropileno selladas, de fondo redondo de 96 pozos
(Corning) entre 2-4 horas a temperatura ambiente con agitacion. Se afiadieron
gldbulos magnéticos de estreptavidina (Dynabeads, BioVeris). Después de una
incubacion final de 45 min con agitacion vigorosa, las placas se leyeron
empleando un instrumento BioVeris M-Series (BioVeris International,
Gaithersburg, MD).

KIRA (FCH -dependiente -Met Fosforilacion)

Células A549 (ATCC, Manassas, VA) se guardaron en un medio de
crecimiento (F12/DMEM de Ham 50:50 [Gibco, Grand lIsland, NY] conteniendo
10% suero fetal bovino (FBS, Sigma, St. Louis, MO). Para preparar las células
para el analisis, unas células de cultivos confluentes se despegaron empleando
Accutase (ICN, Aurora, OH) y se plantaron en placas de 96 pozos con una
densidad de 50,000 células por pozo. Después de la incubacion durante la noche
a 37°C, se extrajo el medio de crecimiento y las células se dejaron sin suero
durante 30 - 60 min en un medio conteniendo 0.1% FBS. Para determinar la
habilidad del OA-5D5 para inhibir la fosforilacion cMet, la molécula se diluyé en
serie de 200 a 0.19 nM en el medio + 0.1% FBS y se agregé a las placas de
analisis. Después de una incubacion de 15 min a 37°C, se afiadié FCH (50 ng/mi).
Luego las placas se incubaron durante 10 minutos mas a 37°C, el medio se extrajo
y se agregd una solucién amortiguadora para la lisis de las células (Cell Signaling
Technologies, Cat # 9803, Beverly, MA; complementado con un céctel de inhibidor
de proteasa obtenido en Calbiochem, Cat #539131, San Diego, CA). Los
productos sometidos a lisis se analizaron en busca de c-Met fosforilado mediante

un analisis de electroquimioluminescencia empleando un instrumento BioVeris M-
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Series (BioVeris International, Gaithersburg, MD). Se marcé un mAb anti-
fosfotirosina (clon 4G10, Upstate, Lake Placid, MY) con BV-TAG mediante quimica
NHS-éster de acuerdo con las instrucciones del fabricante (BioVeris). Se
biotinilaron anticuerpos contra el dominio extracelular c-Met empleando biotina-X-
NHS (Research Organics, Cleveland, OH). El BV-TAG-marcado 4G10 y el mAB
anti-c-Met biotinilado se diluyeron en solucién amortiguadora de analisis (PBS /
0.5% Tween-20 / 0.5% BSA) y se agregaron como un céoctel a los productos
lisados de la célula. Después de una incubacion de 1.5 - 2 hr a temperatura
ambiente con agitacion vigorosa, se agregaron globulos magnéticos de
estreptavidina (Dynabeads, BioVeris). Después de una incubacién final de 45 min,
las placas se leyeron en el instrumento BioVeris.

Cultivo de células y analisis de proliferacion

BaF3 es una célula linfoide murina IL-3 dependiente que normalmente no
expresa la cMet y no responde al FCH. Sin embargo, en BaF3-hMet derivado
mediante la transinfeccion con un cADN normal, de cadena larga para c-met
humana (Schwall y colaboradores, J. Cell Biol. (1996), 133:709-718), el FCH
estimula la proliferacién y la supervivencia en ausencia de IL-3. En forma rutinaria,
las células BaF3-hMet y BaF3-neo se pasaron por RPMI 1640, 5% suero fetal
bovino, 4 ul/L B-mercaptoetanol, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml sulfato de
estreptomicina, 2 mM L-glutamina y 5% WEHI-medio condicionado como una
fuente de IL-3. Para medir la proliferacion de HGF-dependiente, se cuantifico el
ndmero de celdas después de 3 dias de tratamiento al agregar 25 ul Alarma Blue
(Trek Diagnostic Systems; Cleveland, OH) y se midié la intensidad de la
fluorescencia 6 horas mas tarde. Los experimentos de control fueron estas células
en ausencia del FCH. Células H358-PSF2 y HGF-PSF8 se pasaron por RPMI
1640, 10% suero fetal bovino, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml sulfato de
estreptomicina, 2 mM L-glutamina. El medio de analisis fue RPMI 1640 mas 0.1%,
0.5% BSA, o 10% FBS respectivamente. El analisis se realiz6 como se describié
arriba.

Inmunoprecipitacion e inmunotransferencia

Las células H358 son una estirpe celular derivada de carcinoma humano no
microcitico de pulmén (NSCLC). Las células H358-PSF2, H358-PSF8 son células
H358 humanas de FCH estables transinfectadas (Tsao y colaboradores,
Neoplasia, Vol.2, No.3, 2000) y se cultivaron en RPMI 1640, 10% suero fetal
bovino, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml sulfato de estreptomicina, 2 mM L-

glutamina. La deteccion de cMet tirosina fosforilacion se efectud esencialmente



como se describio arriba (Zioncheck, J Bio Chem, 270(28):16871-8, 1995).
Brevemente, las células se llevaron a placas de 60-mm durante la noche y el
medio se cambié a RPMI 1640 conteniendo 0.5% BSA, antes de agregar las
combinaciones de, con o sin InM FCH o anticuerpo OA5D5 competidor.v2.
Después de 10 min a 37°C, se extrajo el medio y las células se sometieron a lisis
empleando una solucidn amortiguadora de lisis (150 mM NacCl, 1.5 mM MgC12,
1% Triton X-100, Ix coctel de inhibidor de proteasa, 1X céctel inhibidor de
fosfamidatasa (Sigma, St. Louis, MO)). Después de centrifugado, el supernadante
del producto sometido a lisis se incubd con el anticuerpo policlonal anti-cMet IgG
(c-28; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) se uni6 a la proteina G-
Sefarosa durante 1 hora a 4 °C. Los inmunocomplejos se lavaron y se hirvieron a
una solucion amortiguadora de muestra 1x antes de la separacién mediante SDS-
PAGE y electrotransferencia a nitrocelulosa. Las proteinas que contenian
fosfotirosina se visualizaron mediante un anticuerpo anti-fosfotirosina (4G10;
Upstate Biotechnology, Waltham, MA) seguido por conjugado HRP-cabra anti-
raton Fab (1:10,000; Jackson Labs, West Grove, PA) y en el caso de la cMet total,
empleando el anticuerpo ¢-28 (1:400; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)
seguido por Fc-HRP cabra anti-conejo (1:10,000; Jackson Labs, West Grove, PA)
con deteccidn quimioluminiscente.

Estudio xenoinjerto de tumor

Unos ratones atimicos hembra se inocularon subcutaneamente con 5
millones de células de carcinoma pancreatico KP4. Cuando los tumores
alcanzaron 150-200 mm?®, los ratones se distribuyeron en 2 grupos de 10. Se
inyectd el grupo 1 en forma IP con un excipiente dos veces por semana. Se
inyecto6 el grupo 2 en forma IP con OA5D5.v2, 30 mg/kg, dos veces por semana.
El tamafio del tumor se midi6 dos veces por semana. Los ratones se sacrificaron
cuando el volumen del tumor sobrepasé dos veces el volumen del tumor de
partida, o si el tumor se ulcerd.

Resultados y discusion

Humanizacién de 5D5 - El soporte humano aceptor empleado para la
humanizacion de 5D5 comprende el dominio VL de consenso humano kappa | y
una variante del dominio VH de consenso subgrupo lll. El dominio VH tiene 3
cambios de los consensos humanos: R71A, N73T y L78A. Los dominios VL y VH
para el murino 5D5 se alinearon con los dominios humanos kappa | y subgrupo
HJ; cada HVR se identifico y luego se injerté en el soporte humano aceptor para
generar un injerto 5D5 que se podia representar como un Fab en fago. Cuando se
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hicieron las pruebas del fago mostrando el injerto 5D5 para ver la unién HGFR-Fc
inmobilizado, no se observé ninguna union.

Se genero una biblioteca donde las regiones HVR del injerto 5D5 se
seleccionaron mediante aleatorizacion restringida. Esta biblioteca se paneo contra
HGFR-Fc inmobilizado durante 4 rondas de seleccién. Se escogieron los clones
para el analisis de la secuencia de ADN y se observd que solamente se habia
seleccionado un solo clon. Este clon tenia un solo cambio en el dominio VH en la
posicion 94 (R94S) justo afuera de la region buscada como el HVR-H3 objetivo
para la mutagénesis. El andlisis de este clon mediante fago ELISA indicé que
tenia una afinidad similar a la de la afinidad de murino 5D5 monovalente. Cuando
se expres6 como un Fab y se ensay6é mediante Biacore, se determind que Kd era
9.8 nM comparado con 8.3 nM para la afinidad de murino 5D5 monovalente. Por
lo tanto, esta sustitucidn inesperada restaura la afinidad de unién completa al
injerto 5D5 y el injerto 5D5 mas R94S (hu5D5.vl) representan un anticuerpo
totaimente humanizado. Es interesante notar que un aminoacido homologo, la
treonina, se encuentra en esta posicién en el anticuerpo murino. MacCallum y
colaboradores (MacCallum y colaboradores J. Mol. Biol. 262: 732-745 (1996)) han
analizado unas estructuras complejas de cristal del anticuerpo y del antigeno y
encontraron que las posiciones 93 y 94 de la cadena pesada son parte de la
region de contacto, por lo tanto parece razonable incluir estas posiciones en la
definicion de regién hipervariable de H3 (HVR-H3) cuando se humanizan los
anticuerpos.

Maduracion de afinidad de hu5DS.vl — Para mejorar la afinidad de
hudD5.vl, se generaron 6 bibliotecas de muestrario de fagos en el entorno de
hu5D5.vl, cada uno fijando como objetivo un solo HVR para una aleatorizacion
restringida. Para evitar volver a seleccionar hu5D5.vl de un patrén de moléculas
naturales potenciales de entorno alto, se introdujeron unos codones de parada en
el HVR que se iba a mutar antes de generar cada biblioteca. Se emple6 una
solucion de metodo de clasificacion para aumentar el proceso de seleccion del
fago basado en afinidad. Al manipular la concentracion objetivo biotinilada,
reduciendo el tiempo de captura fago a unos entornos menores y la adicion de
objetivo nobiotinilada para eliminar los clones con unas tasas de disociacion (off
rates) mas rapidas, los clones de alta afinidad se pueden seleccionar en forma
habil. Lee y colaboradores, supra. Desde la primera ronda de seleccion, (captura
de fago dependiente de objetivo) se observé un enriquecimiento sugiriendo la

presencia de un gran numero de clones en cada biblioteca con una afinidad
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razonablemente alta para HGFR-Fc. El rigor de seleccion (consultar Métodos
arriba) se aument6 en las rondas subsiguientes y en la ronda 3 las 6 bibliotecas se
combinaron para generar un conjunto de una séptima biblioteca. Después de 4
rondas de seleccion, se analizaron los clones de los conjuntos de cada una de las
7 bibliotecas. Todos los clones en las bibliotecas fijando como objetivo HVR-L1 y
HVR-L3 eran idénticos a hu5D5.vl; sin embargo, se observaron nuevas
secuencias en las bibliotecas que fijaron como objetivo HVR-L2, HVR-H1, HVR-H2
y HVR- H3 (Figura 2). El conjunto de bibliotecas compuesto por la combinacion de
las 6 bibliotecas estaba dominado por secuencias de la biblioteca HVR-H3
sugiriendo que estas secuencias disponian la Ultima mejora en afinidad para
HGFR-Fc (Figura 3). Los clones seleccionados se cribaron mediante fago ELISA
y luego se expresaron como proteina Fab y se determiné su afinidad empleando
Biacore. Varios clones de la biblioteca combinada con cambios en HVR-H3 tenian
afinidades mejoradas comparadas con huSD5.vl o la afinidad del murino 5D5
monovalente (Figura 4). Estos clones tenian bien sea S/T en la posicion 94, o R/S
en la posicion 96 y T/S en la posicién 100 y P/S/A en la posicién 100a. E| mejor
clon, el clon 78 (hu5D5.v2) tenia 3 cambios de hu5D5.vl (94T, 96R y 100T) y una
mejoria en la afinidad 13 veces mayor.

Por lo tanto comenzando con el injerto en el 6 murino 5D5 HVRs en la
construccion del aceptor humano, la expansion de HVR-H3 para incluir la posicion
94 (Treonina) y la adicidon de 2 cambios en HVR-H3 conducen a un anticuerpo 5D5
totalmente humano, con una afinidad de uniéon 13 veces mejorada para HGFR.
Adicionalmente, se ha determinado que los anticuerpos humanizados
seleccionados descritos en la presente tienen por lo menos una actividad bioldgica
comparable a la del anticuerpo progenitor 5D5, por ejemplo en el analisis de
fosforilacion del aceptor, etc. (no se muestran los datos).

Caracterizacion de un anticuerpo de la invencién - Se caracterizaron los
anticuerpos anti-Met “de un brazo” (a los cuales también se hace referencia como
“un- brazo” y “OA”). Se efectuaron pruebas en dos anticuerpos de la invencion.
Especificamente, el anticuerpo “OA-5D5.v2” comprendia un Fab de un solo brazo
que comprende secuencias de dominio variable como se representa en la Figura
13, donde el brazo Fab se fusion6 a una region Fc y donde la region Fc era un
complejo entre un Polipéptido Fc que comprende la secuencia Fc representada en
la Figura 13 y un polipéptido Fc que comprende la secuencia Fc representada en
la Figura 14. Los anticuerpos se caracterizaron como sigue:



(3)

En un anadlisis para verificar la estabilidad de OA-5D5.v2 para
bloquear la union del FCH a su aceptor, OA-5D5.v2 tuvo la
capacidad de bloquear la union de FCH a su aceptor por lo
menos al igual que dos anticuerpos de comparacién — a saber un
anticuerpo quimeérico de un brazo (que comprendia un brazo Fab
del anticuerpo murino progenitor 5D5 (dominios variables
representados en la Figura 7) fusionado a una region Fc humana)
y otro anticuerpo de la invencién (OA- 5D5.vl). Cuando se
efectuaron pruebas en un rango de concentracion del anticuerpo
de alrededor de 3333 a 0.21 nM, bajo condiciones como se
describe en la seccién de Materiales y Métodos arriba, se
encontré que OA-5D5.v2 tenia un valor IC50 que era menor a
alrededor de la mitad del de un anticuerpo comparador como el
anticuerpo quimérico de un brazo y OA- 5D5.vl. Notablemente,
OA-5D5.vl bloqueé con un mejor IC50 que el anticuerpo
quimérico de referencia. Consultar Figura 8.

En un analisis para verificar la estabilidad de OA-5D5.v2 para
inhibir la activacién del FCH aceptor, OA- 5D5.v2 tuvo la
capacidad de inhibir la activacion del receptor cinasa por lo
menos igual que los dos anticuerpos comparadores como se
describe en (1) arriba. Cuando se efectuaron pruebas en un
rango de concentracién del anticuerpo de alrededor de 200 a 0.19
nM, bajo las condiciones como se describen en la seccion de
Materiales y métodos arriba, se encontré que OA-5D5.v2 tenia un
valor IC50 que era menor a alrededor de la mitad del de un
anticuerpo comparador como el anticuerpo quimérico de un brazo
y OA-5D5.vl. Consultar Fig. 9.

También se hicieron pruebas con OA-5D5.v2 para ver la unién
entre especies humana, primate (mono de Java), canina y murina
(raton). Se encontré que OA-5D5.V2 se uni6 especificamente al
aceptor humano y primate (mono cynomolguls) FCH aceptor,
pero no canino ni murino (ratén), (no se muestran los datos.)

Se efectuaron pruebas con OA-5D5.v2 para conocer su habilidad
para inhibir la proliferacion celular en presencia de HGF. Como
se muestra en la Figura 10, OA-5D5.v2 inhibi6 la proliferacion

celular por lo menos de la misma manera que su contraparte, el
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anticuerpo quimérico y OA-5D5.vl (como se describe en (1)
arriba). Cuando se efectuaron pruebas en un rango de
concentracion del anticuerpo de alrededor de 0.01 a 100 nM, bajo
las condiciones descritas en la seccién Materiales y métodos
arriba, se encontr6é que el OA-5D5.v2 tenia un valor IC50 que era
menor a alrededor de la mitad del de un anticuerpo comparador
como el anticuerpo quimérico de un brazo y OA-5D5.vi.
Consultar Fig. 10. Se confirmo la union especifica del OA-5D5.v2
a las células Met-transinfectadas mediante el analisis FACs. (No
se muestran los datos)

(5) Se efectuaron pruebas con OA-5D5.v2 para conocer su habilidad
para inhibir la fosforilacion del aceptor tirosina en presencia de
HGF. Como se muestra en las Figuras HA y B, OA-5D5.v2
inhibi6 la fosforilacién del aceptor tirosina cuando se efectuaron
pruebas con concentraciones del anticuerpo desde alrededor de
10 a 1000 nM. Consultar Fig. 11Ay B.

(6) Se realizaron pruebas con OA-5D5.v2 para conocer la eficacia in
vivo empleando un modelo de xenoinjerto de tumor con base en
una estirpe celular de cancer pancreatico (KP4). Los resultados
de este estudio de eficacia mostraron que el anticuerpo OA-
5D5.v2 tenia la capacidad de inhibir y causar la regresion de los
tumores in vivo. Como se muestra en la Fig. 12, se notd una
pérdida total del tumor en la mayoria de los animales tratados con

el anticuerpo.
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1.

REIVINDICACIONES

Un anticuerpo anti-c-met que comprende:

(@ por lo menos una secuencia HVR seleccionada entre el grupo

conformado por:

() HVR-L1 que comprende la secuencia A1-A17, donde A1-A17 es
KSSQSLLYTSSQKNYLA (SEQ ID No: 1)

(i) HVR-L2 que comprende la secuencia B 1-B7, donde B 1-B7
es WASTRES (SEQ ID No:2)

(i)  HVR-L3 que comprende la secuencia C1-C9, donde C1-C9 es
'QQYYAYPWT (SEQ ID No:3)

(iv)  HVR-H1 que comprende la secuencia D1-D10, donde D1-D10
es GYTFTSYWLH (SEQ ID No:4)

(v)  HVR-H2 que comprende la secuencia E1-E18, donde E1-E18
es GMIDPSNSDTRFNPNFKD (SEQ ID No:5)

(vi)  HVR-H3 que comprende la secuencia F1-F11, donde F1-F11
es XYGSYVSPLDY (SEQ ID No:6)y X noes R; y

(b) por lo menos una variante HVR, donde la variante HVR comprende la

modificacion de por lo menos un residuo de la secuencia representada en SEQ ID
No:1,2,3,4,506.

2.

El anticuerpo de la reivindicacién 1, donde F1 en una variante HVR-H3 es T
0S5, F3esRoSyF7esT.

El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde el anticuerpo es humanizado.

El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde por lo menos una porcion de la
secuencia de soporte es una secuencia de soporte humano consensual.

El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde la citada modificacion es una
sustitucién, una insercién o una eliminacion.

El anticuerpo de la reivindicacién 1, donde una variante HVR-L2 comprende

1-5 (1, 2, 3, 4 o 5) sustituciones en cualquier combinacién de las siguientes



10.

11.

12.

13.

oS.

14.

15.

16.

17.

posiciones: B1 (Mo L), B2(P, T,G0S),B3(N,G, RoT),B4 (I, NoF),
B5(P,I,LL0oG),B6 (A,D,ToV)YyB7(R, |, Mo G).

El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde una variante HVR-H1 comprende
1-5 (1, 2, 3, 4 o 5) sustituciones en cualquier combinacion de las siguientes
posiciones: D3 (N, P,L, S, A 1), D5(,S oY), D6 (G, D, T, K, R), D7 (F, H,
R,S, ToV)yD9 (Mo V).

El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde una variante HVR-H2 comprende
1-4 (1, 2, 3 o 4) sustituciones en cualquier combinacién de las siguientes
posiciones: E7 (Y), E9 (1), EIO (l), E14 (To Q), E15 (D, K, S, T o V), E16 (
L), E17(E,H,No D)y E18 (Y, E o H).

El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde una variante HVR-H3 comprende
1-5 (1, 2, 3, 4 o 5) sustituciones en cualquier combinacién de las siguientes
posiciones: F1 (T, S), F3 (R, S, H, T, A, K), F4 (G), F6 (R, F, M, T, E, K, A,
L, W), F7 (L1, T,R, K, V), F8 (S, A), F1IO (Y,N)yF11(Q, S, H, F).

El anticuerpo de la reivindicacion 1 que comprende un HVR-L1 teniendo la
secuencia de SEQ ID No: 1.

El anticuerpo de la reivindicaciéon 1 que comprende un HVR-L3 teniendo la
secuencia de SEQ ID No:3.

El anticuerpo de la reivindicacién 1, donde F1 en una variante HVR-H3 es
El anticuerpo de la reivindicacién 1, donde F3 en una variante HVR-H3 es R
El anticuerpo de la reivindicacién 1, donde F7 en una variante HVR-H3 es

Un anticuerpo humanizado anti-c-met donde la afinidad del anticuerpo
monovalente a la c- met humana es sustancialmente igual a la afinidad de
un anticuerpo monovalente murino que comprende una secuencia variable
de cadena liviana y de cadena pesada como se representa en la Fig. 7
(SEQ ID No: 9y 10).

Un anticuerpo humanizado anti-c-met donde la afinidad del anticuerpo
monovalente a la c- met humana es por lo menos 3 veces mayor que la
afinidad de un anticuerpo monovalente murino que comprende una
secuencia variable de cadena liviana y de cadena pesada como se
representa en la Fig. 7 (SEQ ID No: 9y 10).

El anticuerpo humanizado de la reivindicacion 15 o 16 donde el anticuerpo
murino es producido por una estirpe celular de hibridomas depositadas bajo
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

la Coleccién Americana de Cultivos de Tipo, Nimero de Acceso ATCC con
designacion HB-11894 (hibridoma 1A3.3.13) o HB-11895 (hibridoma
5D5.11.6).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 15-17 donde la afinidad
de unién se expresa como un valor Kd.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 15-18 donde la afinidad
de uni6n se mide por medio de Biacore o radioinmunoanalisis.

El anticuerpo de la reivindicacion 1 que comprende la secuencia de soporte
consensual humano K subgrupo 1.

El anticuerpo de la reivindicacion 1 que comprende la secuencia de soporte
consensual subgrupo humano Il de cadena pesada.

El anticuerpo de la reivindicacion 21 donde la secuencia de soporte
comprende una sustitucion en la posicién 71, 73 y/o 78.

El anticuerpo de la reivindicacion 22 donde la citada sustitucion es R7 IA,
N73T y/o N78A.

Un anticuerpo humanizado anti-c-met donde el anticuerpo humanizado
inhibe la unién del factor de crecimiento hepatocitico humano a su receptor
mejor que un anticuerpo de referencia que comprende un anticuerpo anti-c-
met quimérico que comprende una secuencia variable de cadena liviana y
de cadena pesada como se representa en la Fig. 7 (SEQ ID No: 9y 10).

El anticuerpo de la reivindicaciéon 24, donde el anticuerpo humanizado
inhibe la unién con un valor IC50 que es menos de la mitad del que
corresponde al anticuerpo quimérico.

El anticuerpo de la reivindicacion 25, donde el IC50 se determina en un
rango de concentracién del anticuerpo desde alrededor de 0.01 nM a
alrededor de 1000 nM.

Un anticuerpo humanizado anti-c-met donde el anticuerpo humanizado
inhibe la aceptacion del receptor del factor de crecimiento hepatocitico
human (HGF) mejor que un anticuerpo de referencia que comprende un
anticuerpo anti-c-met quimérico que comprende una secuencia variable de
cadena liviana y de cadena pesada como se representa en la Fig. 7 (SEQ
ID No: 9y 10).

El anticuerpo de la reivindicacion 27, donde el anticuerpo humanizado
inhibe la activacién del receptor con un valor IC50 que es menos de la mitad

del que corresponde al anticuerpo quimérico.



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

El anticuerpo de la reivindicacién 28, donde el IC50 se determina en un
rango de concentracién del anticuerpo desde alrededor de 0.1 nM hasta
alrededor de 100 nM.

Un anticuerpc humanizado anti-c-met donde el anticuerpo humanizado
inhibe la proliferacién celular c-met-dependiente mejor que un anticuerpo de
referencia que comprende un anticuerpo anti-c-met quimérico que
comprende una secuencia variable de cadena liviana y de cadena pesada
como se representa en la Fig. 7 (SEQ ID No: 9y 10).

El anticuerpo de la reivindicacién 30, donde el anticuerpo humanizado
inhibe la proliferacion celular con un valor IC50 que es menos de la mitad
del que corresponde al anticuerpo quimérico.

El anticuerpo de la reivindicacién 31, donde el IC50 se determina en un
rango de concentracion del anticuerpo desde alrededor de 0.01 nM hasta
alrededor de 100 nM.

El anticuerpo de las reivindicaciones anteriores, donde tanto el anticuerpo
humanizado como el anticuerpo quimérico son monovalentes.

El anticuerpo de las reivindicaciones anteriores, donde tanto el anticuerpo
humanizado como el anticuerpo quimérico comprenden una sola regién Fab
unida a una regién Fc.

Un anticuerpo que comprende un dominio variable de cadena pesada que
comprende una secuencia HVR1-HC, HVR2-HC vy/o HVR3-HC
representada en la Figura 13 (SEQ ID No: 191-193).

El anticuerpo de la reivindicacién 35, donde el dominio variable comprende
una secuencia FR1-HC, FR2-HC, FR3- HC y/o FR4-HC representada en la
Figura 13 (SEQ ID No: 187-190).

El anticuerpo de la reivindicaciéon 35 o 36, donde el anticuerpo comprende
una secuencia CH1 y/o Fc representada en la Figura 13 (SEQ ID No: 194
y/o 195).

Un anticuerpo que comprende un dominio variable de cadena liviana que
comprende una secuencia HVR1-LC, HVR2-LC y/o HVR3-LC representada
en la Figura 13 (SEQ ID No: 183-185).

El anticuerpo de la reivindicacion 38, donde el dominio variable comprende
una secuencia FR1-LC, FR2-LC, FR3-LC y/o FR4-LC representada en la
Figura 13 (SEQ ID No: 179-182).

El anticuerpo de la reivindicacion 38 o 39, donde el anticuerpo comprende
una secuencia CL1 representada en la Figura 13 (SEQ ID No: 186).
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41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Un anticuerpo que comprende un dominio variable de cadena pesada de
cualquiera de las reivindicaciones 35-37 y un dominio variable de cadena
liviana de cualquiera de las reivindicaciones 38-40.

El anticuerpo de la reivindicacién 41, donde el anticuerpo es monovalente y
comprende una region Fc.

El anticuerpo de la reivindicacion 42, donde la regién Fc comprende un
primer y un segundo polipéptido, donde el primer y el segundo polipéptido
comprende cada uno una o varias mutaciones con respecto al tipo humano
Fc natural.

El anticuerpo de la reivindicacion 43, donde el primer polipéptido
comprende la secuencia Fc representada en la Figura 13 (SEQ ID No: 195)
y el segundo polipéptido comprende la secuencia representada en la Figura
14 (SEQ ID No: 196).

Un meétodo para inhibir la proliferacién celular activada por c-met, el citado
método que comprende poner en contacto una célula o un tejido con una
cantidad efectiva de un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones
anteriores.

Un metodo para modular una enfermedad asociada a la desregulacién del
eje de senalizacion FCH/c-met, el citado método que comprende
administrar a un individuo una cantidad efectiva de un anticuerpo de
cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

Un método para tratar un individuo teniendo cancer, el citado método que
comprende administrar al individuo una cantidad efectiva de un anticuerpo
de cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

El metodo de la reivindicacion 47, donde el cancer es cancer de pulmoén,
cancer de cerebro, cancer de rifién, cancer gastrico, cancer colorrectal
cancer y/o cancer pancreatico.

Un método para tratar un desorden proliferativo en un individuo, el citado
metodo que comprende administrar al individuo una cantidad efectiva de un
anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

El método de la reivindicacion 49, donde el desorden proliferativo es cancer.
Un acido nucleico que codifica el anticuerpo de cualquiera de las
reivindicaciones 1-44.

Una celula anfitriona que comprende el acido nucleico de la reivindicacion
51.
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53.

o4.

Una composicién que comprende el anticuerpo de cualquiera de las
reivindicaciones 1-44.
Una composicion de la reivindicacion 53, donde la composicién comprende

un excipiente.
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Kabate 1 2 3 4 5 6 7 8 9 15 19 121314151517}13192021'2222«24252327a

mushs DIMMSQSPSSLTVSVGE:KVTVSCKSSQS
28293031323534‘353’5373&395041424344z454s474849505152535455
SQKN‘ILvAWYQQKPGQSP;KLLIYWASTRE
: 62636465555763697on7273747576777&,7950518283845556578859
FTGSGASGTDFTLTITSV.KADDLAVYYCQ
94 95 96 67 98 '99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 . :
YPWTFGGGTKLEIKR(SEQ!DNO:S)

HC

Kabat? 1 2 3 4 5 6 7 8 9 19 19 1213 14 15 16 17°18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

musDs GVQLQQSGPELVRPGAS'VKMSCRASGYT
| 34353637 38 39 45 41 42 43 45 45 46 47 48 49 S0 51 52 2 53 54 55 56 57 58 59 60
LHWVKQRPGQGLEW‘GM_IDPSN-SDT&FN
65576869711717273747576777879806182~ach384558587858990
KATLNVDRSSNTAYMLLSSLTSADSAVY
9 97 88 93 100 'a Kk 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 411 112 113
GSYVSPLDYWGQGTSVT‘.VSS (SEQ ID.NO:10)
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Listado de Secuencias

<110> Genefitech, Inc.
Dennis; Mark S.
Billeci, Karen
Young, Judy
Zheng, Zhong

<120> ANTAGONISTAS ANTI-CMET HUMANIZADOS
<1305 P2138R1 pCT

<140> PCT/US20057027626
<141> 2005-08-04

g150> US 60/598,991
<151> 2004-0B-05

<160> 196

«210> 1

«211ls 17

<212> PRT

<213> Secuencia. Artificial

<220>
<223> Se gintetiza la secuencia

«400s 1
L¥e Sexr Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr Ser Ser Gln Lys Asn Tyr
1 5 10 15

Lew Ala

«210> 2

<2115 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se gintetiza la secuencia

<400> 2 :

Trp Ala Sexr Thr Arg Glu Ser
5

<210> 3

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sifitetiza la secuencia




<400> 3

Gln Gln Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr
5

<210> 4

<211s 10

«212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 4

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His
5 10

<210> 5

<211> 18

<212% PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> 8 sintetiza 1la secuencia

<400> 5
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn
1 5 . 10 15

Phe Lys Asp

<210> €

<211> 11

<212 PRT

<213> Secueticia Artificial

<220> »
<223» Se wintetizg la secuencia

<220>

<221> Unsure

<222> 1.

<223> X i% any amino acid except R

<400> 6

Xaa Tyr Gly Se¥ Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 7

<211l> 11

<2125 PRT

<213> Sécuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia




<400> 7

Thr Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr

<210> 8
<211> 11
<2123 PRT

5

<213> Secuencia Artificial

<2203

<223> Se gintetiza 1a secuencia

10

Ser Tyr Gly Ser Tyr val Ser Pro Leu Asp Tyr

<400> 8
5
<210 9
<2113 114
<212> PRT
<213> Mus muséulus
<400> 9
Asp. Ile Met Met Ser
1 5
Gly GIlu Lys val Thrx
20
Tyr. Thr Ser Ser Gln
35
Pro Gly Gln Sér pPro
50
Glu Ser ¢ly Val Pro
65
Asp Phe Thr Leu Thr
80
Val Tyr Tyr Cy& Gln
95
Gly Gly Thr Lys Leu
110
<2105 10
<211> 119
<212> PRT

<213% Mus musdulus

<400 10

Gln val Gln Lew Gln Gln Ser Gl

1

5

Gln Ser

Val Ser

Lys Asn

Lys Leu

Asp Arg

Ile Thr

Gln Tyr

Glu Ile

Pro

Cys

Tyx

Leu

Phe

Ser

Tyx

Lys

190

Ser Sexr Lieu Thr
10

Lys Ser Ser Gln
25

Leu Ala Trp Tyr
40

Tle Tyr Trp Ala
55

Thr Gly Ser Gly
70

Val Lys Ala Asp
85

Ala Tyr Pro Trp
100

Arg

10

Val Ser val
15

Ser Leu Leu
30

Gln Gln Lys
45

Ser Thr Arg
60

Ser Gly Thyr
75

Agp Leu Ala
90

Thr Phe Gly
108

Y Pro Glu Leu Val Arg Pro Gly

15




Ala Ser Val Lys Met
20

Ser Tyr Trp Leu His
35

Glu Trp Ile Gly Met
50
Asn. Pro. Asn Phe Lys
65

Ser Asn Thr Ala Tyr
80

Ser Ala val Tyr Tyr
95

Leu Asp Tyr Trp Gly

110

<210> 11
<211> 108
<212> PRT

Ser Cys Arg Ala

Trp Val Lys Gln

Ile Asp Pro Ser

Asp Lys Ala Thy

Met Leu Leu Ser

Cys ala Thr Tyr

Gln Gly Thr Ser

<213> Secusncia Artificial

<220

<223s> Se sintetiza la secuencia

«400> 11

Asp Tle Gln Met Thr
1 5

Gly Asp Arg Val Thr
20

Asn Tyr Leu Ala Txp
38

Leu Leu Ile Tyr Ala
50

Arg Phe Ser Gly Ser
65

Sexr Ser Leu Gln Pro
80

Tyr Asn Ser Tieu Pro
85

Ile Lys'Arg

Glh Ser Pro Ser
Ile Thr Cys Arg
Tyr Gln Gln Lys
Ala Ser Ser Leu
Gly Ser Gly Thr
Glu Asp Phe Ala

Trp Thr Phe Gly

Ser
25

Arg
40

Asn
55

Leu
70

Ser
85

Gly
100

val
115

Ser
10

Ala
25

Pro
40

Glu
55

Asp
70

Thr
85

Gln
100

Gly Tyr Thr Phe

Pro

Ser

Asn

Leu

Ser

Thr

Leu

Ser

Gly

Ser

Phe

Gly

Gly

Asp

val

Tyz

val

Ser

Gln

Lys

Gly

Thr

Tyx

Thr

Gln

Thr

Agp

Ser

val

Ser

Ala

Sexr

Ala

Val

Leu

Cys

Lys

Gly

Arg

Arg

Ala

ser

Ser

Ser

Ile

Pro

Pro

Thr

Gln

val

Thr
30

Leu
45

Phe
60
Ser
75.

Asp
30

Pro
105

Val
15

Ser
30

Lys
45

Ser
60

Ile
75

Gln

80

Glu
105




<210> 12
<211> 114
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223%> Se

<400>. 12
Asp Ile
1
Gly Asp
Tyr Thr
Pro Gly
Glu Ser
Esp Phe
Thr Tyr

Gln Gly

<210> 13
<2i1> 113
<212 PRT

sintetiza la secuencia

Gln Met Thr Gin
5

Arg Val Thr Ile
20

Ser Ser Gln Lys
35

Lys Ala Pro. Lys
50

Gly val Pro Ser
€5

Thr Leu Thr Ile
80

Tyr Cys Gln Gln
95

Thr Lys Val Glu
110

Ser Pro
Thr Cys
Asn Tyr
Leu Leu
Arg Phe
Ser Ser
Tyr Tyr

Ile Lyé

<213» Secuencia Artificial

<2205

<223> Se sintetiza la secuencia

Glh Val Gln Leu Val Qlu Ser Gly

<4005 13
1
Gly Ser

5

Leu Arg Leu Ser
20

Ber Tyr Ala Met Ser Trp

35

Gld Trp Val Ser Val Ile

50.

Ala Asp Ser Val Lys &ly

Cys Ala

Val Arg

Ser Gly

Arg phe

Ser

Lys

Leu

Ile

Ser

Leu

Ala

Arg

Gly

Ala

Gln

Asp

Thr

Ser
10

Ser
25

Ala
40

Tyr
55

Gly
70

Gln
85

Tyxr
100

Gly
10

Ser
25

Ala
40

Gly
55

Ile

Leu

Ser

Trp

Ser

Pro

Pro

Leu

Gly

Pro

Gly

Ser

Ser

Gln

Tyr

Ala

Gly

Glu

Trp

Val

Phe

Gly

Ser

Arg

Ala

Ser

Gln

Ser

Ser

Asp

Thr

Gln

Thr

Lys

Thr

Agp

Ser

Leu

Gln

Thr.

Gly

Phe

Phe

Pro

Phe

Gly

Tyr

Asn

Val
15

Leu
30

Lys
45

Arg
60

Thr
75

Ala
20

Gly
108

Gly
15

Ser
30

Leu
45

60

Ser




65 70

Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser
80 85

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Phe
95 100

Gly ‘Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
110

<210 14

<211> 119

<212 PRT

<213> Seduencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 14
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly
1 5 10

Gly Seér Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

Ser Tyx Trp L&l His Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Glu Trp Val Gly Met Tle Asp Pro Ser Asn
50 55

Asn Pro Asn Phe Lys Asp Arg Phe Thr Ile
65 70

Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser
80 85

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Tyr Gly
95 100

Leu Asp Tyr Trp Gly Gin Giy Thr Leu val
110 115

<210> 15

<211s> 5§

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Leu Asp Alz Eln Thr
5

<210> 16

<211> 9

75

Leu Arg Ala Glu Asp

90

Asp Tyr Trp Gly Gin

Leu

Gly

Pro

Ser

Ser

Leu

Serxr

‘Thr

Val

Tyr

Gly

Asp

Ala

Arg

Tyr

Val

Gln

Thr

Lys

Thr

Asp

Ala

Val

Ser

Pro

Phe

Gly

Arg

Thr

Glu

Ser

Ser

105

Gly
15

Thr
30

Leu
45

Phe
60

Ser
75

Asp
90

Pro

105

164



e,

<212> PRT

<213> Howo sapiens

<400> 16

Lew Thr Glu Lys Arg Lys Lys Arg Ser
) 5

<210 17
<211> 8
«212s PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Lys Pro Asp Ser Ala.Glu Pro Met

<210> 18

<211> 8

<212> PRT

5

<213> Hoﬁo sapiens

<400> 18

Asn Val Arg Cys Leu Gln His Phe

<210s 19
<211is 87
<212> PRT

5

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223 Se

<4005 19
Gln Val
1

sintetiza la secuencia

Gln

Ala Ser vai

Trp Vsl Arg

Val Thr

Leu Serxr

Arg Trp

<210> 20
<211> 81
<212> PRT

Ile

Ser

Gly

Leu Val
5

Lys val
20

Gln, Ala
35
ThY Ala
50

Gln Ser Gly Ala Glu Vil Lys Lys Pro Gly

10

Ser Cys Lys Ala Ser
25

Pro Gly Gln Gly Leu
40

Asp Thr Ser Thr Ser
55

15

Gly Tyr Thr Phe Thr

30

Glu Trp Met Gly Arg

45

Thr Ala Tyr Met Glu

60

Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala

65

Gln Gly
80

70

Thr Leu Val Thr val
85

Ser Ser

75




<2133 Secuencia Artificial

£€220>
<223> Se sintetiza la gecuencia

<4005 20
Gln Val @Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly
1 5 10 15

Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Trp Val Arg Gln Ala
20 25 30

Pro Gly :Gln Gly Leu Glu Trp Met Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp
35 40 45

Thr Sex Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Serxr
50 55 60

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Bla Arg Trp Gly Gln Gly Thr

65 70 75
Leu Val Thr Val Ser Ser
80
<210> 21
<211> 80
«212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se dintetiza la secuencia

<400> 21
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Qly
1 5 10 15

Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Trp Val Arg Gln Ala
20 25 30

Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp
35 40 45

Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser
50 55 60

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Trp Gly Gln Gly Thr Leu
65 70 75

Val Thr val Ser Ser
80

<210> 23

<21il> 79

<212> PRT -

<213> Secuencia. Artificial




<220>

<223> Se gintetiza la secuencia

<400> 22
Gln Val Gln Leu
1

Ala Ser Val Lys

Pro Gly Gln ely

Tht Ser Thr Ser

Glu Agp Thr Ala

Thr Vil Ser Ser

<210> 23
<2115 87
<212 PRT
<213>

220>

Val Gln Ser Gly
s

Val
20

Ser Cys Lys

Leu Glu Trp Met
35

Thr Ala Tyr Met
50

Val
65

Tyr Tyr Cys

Secuencia Artificigl

«223> Se gintetiza la secuencia

<400 23
Gl Val Gln Leu
1

Gln Thr Leu Ser

Trp Ile Arg Gln

Val Thr Ile Ser

Leu Ser :Ser Val

Arg Ttrp Gly Gln

<2105 24
<211s> 81
<212> PRT
<213>

Gln Glu Ser Gly
5

Leu Thr Cys Thr
20

Pro
35

Pro Gly Lys
Val Asp Thr Ser
50

Thr Ala Ala Asp
65,

Gly Thr Leu val
80

Secuencia Artificial

Ala

Ala

Arg

Glu

Trp

Pro

Val

Gly

Lys

Thr

Thrx

Glu
10

Ser
25

Val
40

Leu
58

Gly

Gly
10

Ser
25

Leu
40

Asn
55

Ala
70

Val
85

Val

Trp

Thr

Ser

Gln

Leu

Gly

Glu

Gln

Val

Ser

Lys

Val

Ile

Ser

Gly

Val

Gly

Trp

Phe

Tyr

Ser

Lys

Arg

Thx

Leu

Thr

Lys

Ser

Ile

Ser

Tyr

Pro
Gln
Ala
Arg

Leu

Pro
Val
Gly
Leu

Cys

Gly
15

Ala
30

Asp
45

Sexr
60

Val
75

Ser
15

Ser
30

Arg
45

Lys
60

Ala
75




<220>
223> Se gintetiza la secuencia

<400> 24
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro
1 5

Gly Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val
20

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Arg
35

Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys
50

Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys ala
65

Leu val The Val Ser Ser
80

<210 2%

€211>. 8o

<2125 PRT

<213> Secuencia Artificial

<2205

<2235 Se sintetiza la secuencia

<400> 25
Gln Val 6ln Leu Gln Glu Ser @ly Pro
1 5

Gln Thr Leu Ser Ley Thr ¢ys Thr val
20

Pro: Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Arg
35

Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Ley Lys
50

Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyxr Cys Ala
65

Val Thr val Ser Ser
80

<210> 26

<21l1> 79

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220%

Gly
10

Ser
25

Val
40

Leu
55

Arg
70

Gly
10

Ser
25

Val
40

Leu
55

70

Leu

Trp

Thr

Ser

Leu

Trp

Thr

Ser

Gly

Val

Ile

Ile

Ser

Gly

val

Ile

Ile

Ser

Gln

Lys

Arg

Ser

Val

Gln

Lys

Arg

Ser

Val

Gly

Pro

Gln

Val

Thr

Gly

Pro

Gln

Val

Thr

Thr

Ser
15
Pro
30
Asp
45
Ala
60
Thyx
75

Ser
15

Pro
30

Asp
45

Ala
60

Leu
75

X

>
VS)



<223s> Se sintetiza 1a secuencia

<400> 26
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly
1 5

Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr
20

Pro @ly Lys Gly Leu Glu Trp Tle
35

Thr Ser Lys Asn Gin Phe Ser Leu
50

Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
65

Thy Val Set Ser

<2105 27

<211y §7

<212> PRT

<213% Secuencia Artificial

<2203
<223> Se sintetizg la secuencia

<400% 27 _
Glu Val Gln. Leu val Glu Ser Gly
1 5

Gly Ser Leu Arg Ley gSer Cys Ala
20

Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35

Phe Thr Tle Ser Arg Asp Asn Ser
50

Met Asn Ser Leu -Arg Ala Gly Agp
65.

Arg Trp Gly Gla Gly Thr Leu val
80

<210> 28

<211l> 81

<2123 PRT

<213> Secuehcia Arcificial

<220> )
<223> Se sintetiza 1a sec¢uencia

Pro

Val

Arg

Lys

Trp

Gly

Ala

Gly

Lys

Thr

Thr

Gly
10

Ser
25

Val
40

Leu
55

Gly
70

Gly
10

Ser
25

Leu
40

Asn
55

Ala
70

Val
85

Leu

Trp

Thr

Ser

Gln

Leu

Gly

Glu

Thr

Val

Sex

Val

Ile

Ile

Ser

Gly

Val

Phe

Tzp

Leu

Ser

Lys

Arg

Ser

val

Thr

Glin

Thr

Val

Tyr

Tyxr

Pro Ser
15

Gln Pro
30

Val Asp
45

Thr Ala
60

Leu val
75

Pro Gly
15

Phe Ser
30

Ser Arg
Leu Gln
60

Cys Ala
75




<400> 28
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly
i 5

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Pro Gly Lys Gly Leu Glu ‘Trp val Arg
35

A8n Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gin
50

Glu Asp Thr ala val Tyr Tyr Cys Ala
65

Leu Val Thr val Ser Ser
80

<210> 29

<211> 80

<212 PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<2235 Se gifitetiza la secuencia

<400> 29
Gld Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly
1 5

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Pro Gly Lys 6ly Leu Glu Trp. Val Arg
35

Agh Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
50

Glu ASp Thr Ala Val TYyr Tyr Cys Ala
65

Val Thr val Ser Ser
80

<210> 30

<2113 79

<212> BRT

¢213s: Seduencia Artificial

<220
%2235 Se sititetiza la secuencia

Gly
10
Ser
25

Phe
40

Met
55

Arg
70

Gly
10
Ser
25

Phe
40

Met
55

Trp
70

Leu Val

Trp Val

Thr Ile

Asn Ser

Trp Gly

Leu Vval

Trp val

Thr Ile

Agn Ser

Gly Gln

Gln Pro

Arg Gln

Ser Arg

Leu Arg

Gln Gly

Gin Pro

Arg Gln

Ser Arg

Leu Arg

Gly Thr

Gly
15

Ala

30

Asp
45

Ala
60

Thr
75

Gly
15

Ala
30
Asp
45
Ala
60
Leu
75

14°



<400 30
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1l 5

Gly Ser Leu A¥g Leu Ser Cys Ala
20

Pro @ly Lys Gly Lt Glu. Trp Val
35

Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu
50

Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
65

Tht Val Ser Ser

<210> 31

<211l> 87

<2125 PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se gintetiza 14 secuencia

<400> 31
Glu val Gln Leu Val GlJ Ser Gly
1 5

Gly Ser Ley AYg Leu Ser Gys Ala
20

Irp Val Arg Gin Ala Pro CGly Lys
35

Phe Th¥ Ile Ser Ala Asp Thr Ser
50

Met Asn Ser Leu Arg Ala 6lu Agp
65

Arg Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val

<210> 32

<2115 81

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> 8¢ sintetiza 1a secuencia

<400> 32

Gly

Ala

Arg

Gln

Ala

Gly

Lys

Thr

Thr

Gly Leu
10

Ser Trp
25
Phe Thr
40

Met Asn
55

Gly Gln
70

Gly Leu
10

Ser Gly
25

Leu Glu
40

Asn Thr
55

Ala val
70

Val Ser
85

Val

Val

Ile

Ser

Gly

Val

Phe

Trp

Ala

Tyr

Ser

Gln

Arg

Ser

Leu

Thr

Gln

Asn

val

Tyx

Pro Gly
15

Gln Ala
30

Arg Asp
45

Arg Ala
60

Leu val
75

Pro Gly
15

Ile Lyw
30

Ser Arg
45

Leu Gln
60

Cys Ser
75

D
)

am———



Glu Val
Gly Ser
Pro Giy
‘Thr Ser
Glu Asp
Leu Val

«210> 33
<211> 80

GIn Leu Val

5

Léu Arg ‘Leu

20

Tiys Gly Leu

35

Lys Asn Thr
50

Thr ala Val
65

Thr Val Ser

80

<212s PRT
«213> Secuencia Artificial

<220

Glu Ser Gly

Ser Cys Ala

Glu Trp Val

Ala Tyr Leu

Tyr Tyr Cys

Ser

<223> Se gintetiza la secuencia

<400> 33

Glu Val ‘Gln Leu Val Glu Ser Gly

1

5

Gly Ser lieu Arg Leu Ser Cys Ala

20
Bro Gly Lys Gly Leu
35
Thr Ser Lys. Asn Thr
50
Glu Asp Thr Ala Val
65
val Thr val Ser Ser
80
<2105 34
<211> 87
<212> PRT

Glu Trp Val

Ala Tyr Leu

Tyr Tyr Cys

«213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 34

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly

Gly

Ala

Arg

Gln

Ser

Gly

Ala

Arg

Gln

Ser

Gly
10

Ser
25

Phe
40

Met
55

Arg
70

Gly
10

Ser
25

Phe
40

Met
55

Trp
70

Leu

Trp

Thr

Asgn

Trp

Leu

Thr

Asn

Gly

Val

vVal

Ile

Ser

Gly

val

Val

Ile

Ser

Gln

Gin

Arg

Ser

Leu

Gln

Gln

Arg

Ser

Leu

Gly

Pro Gly
Gln Ala
30

Ala Asp
45

Arg Ala
60

Gly Thr
75

Pro Gly
15

Gln Ala
30

Ala Asp
45

Arg Ala
60

Thr Leu
75




1 5

Gly Ser Leu Arg Leu
20

TYp Val Arg Gln Ala
35

Phe Thr Ile Ser Ala
50

Met Asn Ser Leu Arg
65

A¥g Trp Gly Gln Gly
80

<2105 35
<211> 81
<2123 PRT

Ser Cys Ala

Pro Gly Lys

Asp Thr Ser

Ala Glu Asp

Thr Leu Val

<213s Secuencia Artificial

<220>

<223> Se: gintetiza la secuencia

<400> 35
Glu val ¢ln Leu Val
1 S

Gly Ser- Leu Arg Leu

20
Pro Gly Lys Gly Leu
35

Thr Ser Lys Asn Thr
50

Glu Asp Thr Ala val
65

Leu Val Thr Val Ser
80

<2105 38
<211> 80
<2125 PRT

Glu Ser Gly

Ser Cys Ala

Glu Trp Val

Ala Tyr Leu

Tyr Tyr Cys

Ser

<213> Secuenecia Artificial

<220>

<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 36

10

Ala Ser
25

Gly Leu
40

Lys Asn
55

Thr Ala
70

Thr Val
85

Gly Gly
10

Ala Ser
25

Arg Phe
40

Gln Met
55

Ala Arg
70

Gly

Glu

Thr

Val

Ser

Leu

Asn

Trp

Phe

Trp

Ala

Tyr

Ser

Val

val

Ile

Ser

Gly

Asn

Val

Tyr

TyY

Gln

Arg

Sexr

Leu

Gln

15

Ile Lys
30

Ser Arg
45

Leu Gln
60

Cys Ala
75

Pro Gly
15

Gln Ala
30

Ala Asp
45

Arg Ala
60

Gly Thr
75

Glu V&l Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly

1 5

10

i5




Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35

ThY Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu
S0

Glu ‘Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
65

val Thr vVal Ser Ser
80

«210> 37

<211> 79

<212> PRT

<213> Secuenicia Artificial

<220>
<2235 Se sintetiza la secuencia

<4005 37
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
i 5

Gly Sér Leu Arg Léu Ser Cys Ala
20

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35

Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu
50

Glu ASp Thr Ala Val Tyr Tyt Cys
65

Thy Val Ser Ser

<210> 38

<211l> 80O

<212> PRT ;

<213> Secughcia Artificial

<220>
<2235 Se sintetiza la secuencia

<400> 38

Ala

Arg

Gln

Ala

Gly

Ala

Gln

Trp

Ser
25
Plie
40-
Met
55

Trp
i

Gly
10
Ser
25

Phe

40
Met
55.

Gly
70

Trp Val

Thr Ile

Asn Ser

Gly Gln

Leu Val

Trp Val

Thr Ile

Asn Ser

Gln Gly

Arg

Ser

Leu

Gly

Gln

Arg

Ser

Leu

Thr

Gln

Ala

ATy

Thr

Pro

Gln

Ala

Arg

Leu

Ala
30

Asp
45

Ala
60

Leu
15

Gly
is

Ala
30

Asp
45

Ala
60

Val
75

Agp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val

1 5

10

15




Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
.20

Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
35

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
50

Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyrx
65

Lys Val Glu Ile Lys
80

<210> 39
<211> 80
<2123 PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la sgeduencia

<400> 39 .
Agsp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro
1 5

Gly Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys
20

Gln Ser Pro Gln Leu Leu Tle Tyr
35

Gly Ser Gly :Ser Gly Thr Asp Phe
50

Glu Ala Glu Asp Val Gly Vval Tyr
65

Lys Val Glu Ile Lys
80

<210> 40

<211y 80

<212> PRT

«213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400 40

Trp Tyr
25

Gly val
40

Thr Leu
55

Tyr Cys
70

Thr Leu
55

Tyr Cys
70

Gln

Pro

Thr

Phe

Leu

Leu

Pro

Lys

Phe

Gln

Ser

Ile

Gly

Pro

Gln

Asp

Tle

Gly

Lys

Axrg

Ser

Gln

val

Lys

Arg

Sexr

Gln

Pro

Phe

Ser

Gly

Thr

Pro

Phe

Arg

Gly

Gly
30

Ser
45

Leu
60

Thr
75

Pro
15

Gly
30

Ser
45

val
60

Thr
75

Glu Tle val Iisu Thr Gln Sexr Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro

1 5

10

15

Gly Glu Arg ala Thr Leu Ser Cys Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly




20 25

@Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Gly Ile
35 40

Gly Ser Gly Sér Gly Thr Asp Phe Thr Leu

Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys
65 70

Lys Val @lu Ile Lys
80

<210> 41

<211> 80

<2125 PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se gintetiza la secuencia

«400s 41

Agp Ilé Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser
1 5 10

Gly Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Trp Tyr
20 25

Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Gly Val
35 40

Gly Ser Gly Ser @ly Thr Asp Phe Thr Leu
50 55

Gln Ala GIu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys
65 70

Lys Val Glu Ile Lys
80

<210> 42

<211l> 25

<212>» PRT

<213> Secuencia Artificial

€2205
<223> Se sintetiza la secuencia

<4003 42

30

Pro Asp Arg Phe Ser
45

Thxr Ile Ser Arg Leu
60

Phe Gly Gln Gly Thr

75

Leu Ala Val Ser Leu
15

Gin Gln Lys Pro Gly
30

Pro Asp Arg Phe Ser
45

Thr Ile Ser Ser Leu
60

Phe Gly Gln Gly Thr
75

Glu Val Glh Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly

1 5 10

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

15




<2105 43

<211 13

<212s PRT

<213> Secuencia Artificial

<2205
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 43
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
5 10
<2105 44
<211> 30
<212> PRT

2213s Secuencia Artificial

«220>
<223> 8e sintetiza la secuencia

<400> 44
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu
1 5 10 15

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

20 25 30

<210> 45

<2115 11

<2125 PRT

<213> Secuencia Artifig¢ial

<220>
<2235 Se sintetiza la secuencia

<400> 45

Trp Gly 6ln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
5 10

<210> 46

<211> 23

<212> PRT

<2135 Secuencis Artificial

<220> . .
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 46
Asp Ile Gln Mét Thi Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
1 5 10 15

Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

XY



<210» 47

<211> 15

¢212> PRT

<2135 Beecuencia Artificial

<220>
<2235 Se sintetiza la secuencia

«400% 47
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

®210> 48

£211> 32

"<212» PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<2235 Se sintetiza la secuencia

<400% 48

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

1 5 10 15

Thr Leu ‘Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr
20 25 30

Tyr Cys

<210> 49

211> 10

<2125 PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<2235 Se sintetiza la secuencia

<4605 49

Phe Gly Glm Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
5 10

<210> 50

<211> 30

<212» PRT

<213> Sécuencia Artificial

«220s
<223> Se gintetiza la secuencia

<220>

<221> Xaa

«222> 6

<223> Xaa is A or R

3



<2203

<221> Xaa

<222> 8

<2235 Xad i8 T or N

«220>

«221> Xaa

«222> 13

«223> Xaa is &K or L

<400> 50
Arg Phe Thr Ile Ser Xaa Agp Xaa Ser Lys Asn Thr Xaa Tyr Leu
1 S 10 15

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

<210> 51

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se gintetiza la secuencia

<400 51
Arg Phe THY Ile Ser Ala Asp Thr Serx. Lys Asn Thr Ala Tyr Leu
1 5 10 15

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

<210> 52

<211> 31

<212> PRT

<213> 8écduencia Artificial

<220>
<223> Se gintetiza la secuvencia

<400> 52
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thx Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu
1 5 10 15

Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyxr Cys
20 25 30

Ala

<210> 53

<211l> 32

<212> PRT

<2135 Secuencia Artificial




<220>
<223» Se sintetiza la secuencia

<400> 53
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu
1 5 10 15

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

Ala Arg

<210> 54

<21l> 31

<212% PRT

<213> Sec¢uencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 54
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu
1 5 10 15

Gln Met Asn Ser Lev Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30

Ber

<2105 55

<21l> 32

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220
<2235> 8e sintetiza la secuencia

<400> 55
Arg Phe “Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu
1 5 10 15

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

Ser Arg
%2105 56.
€211 7
22125 BRT
<213> Secuencia Artificial

«220>




<223> Se gintetizd ld secuencia

<400> 56

Trp Ala Ser Thr Pro Ala Ser
5

<2105 57

«211> 7

<212> PRT

«213> Secuencia Artificial

<220
<223> Se dintetiza la secuencia

<400> 57

Trp Ala Ser Ile Arg Asp Arg
5

<210> 58

<211s 7

<2125 PRT

<213> Secuencia. Artificial

<220>
<2235> Se gintetiza la secuencia

<400» 58
Met Pro Asn Thr Arg Asp Ser
5
<210> 59
<«211> 7
<212> PRT

<213% Secuencia Artificial

<220>
<223> Se gintetiza la secuencia

<400> 59

Trp Ala Ser Thr Arg Asp Ile
5

<210> 60

<211 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

«220>
<223> Se gintetiza la secuencia

<400> 60 _ _
Trp Ala Gly Ile arg Glu Met
5

<210> 61

783\



<211> 7
<212 PRT
<213> Secuencila Artificial

<2205
<«223> Be gintetiza la gecuencia

<400> 61
Leu Ala Ser Asn Arg Glu Gly
5
<210> 62
<«211> 7
<212% PRT

«213> Secuencia Artificial

«220>
<223» :Se sintetiza. la gecuencia

<4005 62
Trp Thr ¢ly Asn arg Glu Met
5
<2103 63
<211s% 7
<212> PRT

<213 Secgueneia Artificial

<220
<223> Se gintetiza la secuencia

<400s> 63

Trp Ala Arg Thr Arg Glu Ser
5

<210> 64

<211z 7

<212> PRT

<2135 Secuencia Artificial

<220>
<2233 Se gintetiza la secuencia

<400 64

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
5

<210> 65

<211 7

<2125 PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la seécuencia




<400> 6%
Trp Ala Ser Thr Pro Glu Ser
5
<210> 66
<211i» 7
%212> PRT

<213> Secuencia Artificial

«220>
<223> Se gintetiza la secuencia

<220>

<2215 Unsure

<222> 4

<223% Unknown amirno acid

<400> 66
Trp Ala Ser Xaa Arg Glu Ser
5
<210 67
<211> 7
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 67

Trp Ala Sexr Asn Ile Thr Ser
5

<210> 68

<211 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220%
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 68

Trp Ala Asn Phe Arg Val sex
&

<2105 69

<211> 7

<212s PRT

<213» Secuencia Artificial

<220>
<€223> Se sinteétiza la secuencia

<400> 69
Trp Thr Ser Asn Arg Val Ser




«210s 70

<2115 7

<2i2> PRT

213> Secueficid Artificial

<220> ‘ ,
<2235 Se sintetiza la secuencia

<4005 70
Leu Gly ¢ly Thr Arg Val Ser
5
<210> 71
211> 7
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
«223> Se gintetiza la secuencia

<400s 71
Leu Ala Thr Thr Arg Val Ser
5
<210> 72
«21l> 7
<212> PRT

«213> Secuencia Artificial

<2205
<223> Seé gintetiza la secuencia

«400> 72

Trp Ala Ser Thr Arg Val Ser
5

<2105 73

<211> 7

<212> PRT

<213» Secuencia Artificial

<220>
%223> Se gintetiza la secuencia

<4005 T3
Trp .Ala Ser Thr Leu Val Ser
5
<210> 74
<211> 7
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial




<2205
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 74
Trp Ala Ser Thr Gly Val Gly
5
<210> 75
<211> 7
«212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se 'sintetiza la secuencia

<400> 75
Trp Ser Ser Thr Arg Val Ser
5
<210> 76
«211s 10
«<212> PRT

<213> Secuverncia Artificial

<2205
«223> Se sintetiza la secuencia

<400> 76

Gly Tyr Asvi Phe Ile Gly Phe Trp Met His
5 10

<210> 77

<211s 10

<212> PRT

«%13> Secuencia Artificial

<2205
223> 8Se gintetiza la secuencia

<400> 77 ]

Gly Tyr Thr Phe Ile Aszp Phe Trp Leu His
5 10

<210 78

<211> 10

<212> BRT

<213> SBecuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia
<400 78

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Phe Trp Leu His
5 10

A

©



«210> 78
<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<2235 Se wsintetiza la secuencia

<400> 79

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser His Trp Leu His
5 10

<210> 80

<2115 10

<212> PRT

<2135 Secuencia Artificial

<2205
«223> Se sintetiza la secuencia

<4005 80
Gly Tyr Pro Phe Thr Thr Axg Trp Leu His
5 ' 10
<2305 81
<2115 10
«212> PRT

¢213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 81

@ly Tyr Leu Phe Thr Ser Ser Trp Leu His
5 10

<210> 82

<211> 10

«212> PRT

<213>» Secuencia Artificial

<2205
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 82

Gly Tyr Asn Phe Ser Ser Ser Trp Leu His
5 10

<210 83

<211> 10

«212> PRT

<213> Secuernicia Artificial

<220>
<2235 Se sintetiza la secuencia




s

<400> 83

Gly Tyr Pro Phe Thr Lys Ser Trp Leu His
5 10

<210> 84

<211> 10

<212% PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Seé gintetiza la secuencia

<4005 84 _

Gly Tyr Ser Phe Thr Thr Ser Trp Val His
5 10

<210> 85

<211> 10

<212> PRT

<213> Sedlencia Artificial

<220>
<2235 Se sintetiza la secuencia

<400> 85
Gly Tyr 'Thr Phe Thr Asp Ser Trp Leu His
5 10
<210> 86
<211s 10
<2125 BRT

<2135 Secuencia Artificial

<220
¢223> Se gintetiza la secuencia

<400> 86
Gly Tyx Thr Phe Ser Ser Ser Trp Leu His
5 10
<210 87
<21l1> 10
<2125 PRT

«213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 87

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Ser Trp Leu His
& 10

<210> 88

<211> 10

184



<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<2205

<223> Se- sintetiza la secuencia

<400> 88

Gly Tyr Ala Phe Thr .Ser Thr Trp Leu His
5 10

<210> 89

<21l> 1O

212> PRT

<213» Sepuvencia Artificial

<220
<223> Se sintetiza la secuencia

<4005 89
Gly Tyr Ile Phe Thr Ser Val Trp Leu His
5 10
<210> 90
«211> 10
<212> PBRT

<2135 Secuencia Artificial

<220>
<223> Se gintetiza la secuencia

<400> 90,

Gly Tyr Ash Phe Thr Ser vVal Trp Leu Hig
5 10

<210> 91

<211> 10

<2125 PRT

<213> Becuencia Artificial

<220 _
<223» 8e sgintetiza la secuencia

<400> 91

Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Val Trp Leu His
5 10

«210> 952

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220
<223> Se sintetiza la secuencia

<400 92




e

Gly Tyr Thr Phe Thr Arg val Trp Leu His
5 10

<210> 93

<211 10

«212> PRT

<2135 Sécuenc¢ia Artificial

<220>
«223> Se gintetiza la secuencia

<400> 93

Gly Tyr Ala Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His
5 10

<210> 94

«211s 10

<212 PRT

<213> Secuencia Artificial

£220>

«223> Se sintetiza la secuencia

«400> 94

Gly Tyr Ile Phe Thr Thr Tyr Trp Leu His
5 10

«210> 95

<211 10

<212 PRT

<213> Secuencia Artificial

<2205
<2235 Se sintetiza la secuencia

<400> 95
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His
5 10
«210> 96
<21l 10
<212 PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<2235 8¢ sintetiza la secuencid

<4005> 96

Gly Tyr Thr Phe Tyr Ser Tyr Trp Leu His
5 10

<210> 97

<211 18

<212> PRT

<213s> Secueneia Artificial

§



<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400>. 97
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Ile Arg Phe Asn Pro Asp
1 5 10 15

Phe Glu ASp

<210> 98

211> 18

<212% PRT

«213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sé sinteétiza la secuencia

<400> 98
Gly Met: Ile Agp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Thr Lys
1 5 10 15

Phe Glu Asp

<210> 99

<211ls> 18

<212> PRT

<2135 Secuencia Artificial

¢220>
<223 Se sintetiza la secuencia

<400> 99
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Lys
1. 5 10 15

Phe His Asp

<210> 100

<211> 18

212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220
<2235 Se wintetiza la secuencia

<400> 100
Gly Met 1leé Asp Pro Ser Tyr Sér Ile Thr Arg Phe Asn Pro Lys
1 5 10 15

Phe Lys Tyr

140



<210> 101

<211> 18

<2125 ERT

<213> Secuencia Artifieial

<220>
<2235 Se gintetiza la secuencia

<400 101
Gly Met. Ile Asp Pro Seér Asn Ser Asp Thr Arg Phe AsSn Pro Lys
1 5 10 15

Phe Asn Tyr

<210s 102
«211> 18
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se gintetiza la secuencia

<400> 102
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Lys
1 5 10 15

Phe Asn Asp

<210> 103
<211s a8
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 103
Gly Met Ile: Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Lys
1 5 10 15

Phe Asn Glu

<2103 104

<21l1l> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<2235 Se sintetiza la secuencia

<4005 104




Gly Met Ile Asp Pro: Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn
1 5 10 15

Phe Asp ASp

<210> 105

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

«220>
<223» Se gintetiza la secuencia

<400> 105
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn
1 5 10 15

Phe Glu Asp

<210> 106

<2115 18

<212 PRT

<213> Seécuencia Artificial

<220
<223> Se sintetiza la secuencia

<4003 106 '
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Aszhi Gln Ash
1 5 10 15

Phe Glu Asp

<210> 107

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuéncia Artificial

<220
<223> Se sgintetiza la secuencia

<400> 107
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pxo Asn
1 5 10 15

Phe Glu His

<210> 108
<21ls 18
<212 PRT
<213> Secuencia Artificial




<220>
<223> Se gintetiza la secuencia

<400> 108
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn
1 5 10 15

Phe Lys Glu

<210> 109

<2115 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sgintetiza la secuencia

<400> 109
Gly Met Tle Asp Pro Ser Asn. Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn
1 5 10 15

Leu Gln Asp

<210> 110

<211> 18

€212 PRT

<213> Sedéuéncia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400» 110
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Ser
1 5 10 15

Leu Glu Asp

<2105 111

<211l> 18

<212> PRT

«213s> Secuencia Artificial

«220>
<223> 8e gintetiza la secuencia

<400> 111
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Fhe Asn Pro Thr
1 5 10 15

Phe: Glu Asp




<210> 112

<21l> 18
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220%
<223> Se pintetiza la secuencia

<400> 112

Gly Mét Ile Asp Pro Ser Asn Seér Asp Thr Arg Phe Asn Pro Val

1 5 10

Leu Lys Asp

<2T0> 113

<2115 11
«212> PRT _
<213> Secuencia Artificial

<2205

<223 Se sgintetiza la secuencia

<400> 113
Sex Tyr Gly Ser Tyr Val Leu Pro Leu Asp Tyr
L3 10
<2105 114
<2115 11
<2125 PRT

22133 decuencia Artificial

«220>
<223> 8e sintetiza la secuencia

<400> 114

ser Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10

210> 115

<211> 11

<212> PRT

<213s Secuencia Artificial

<220>
<223% ‘S€ sintetizZa la secuencia

<400> 115

Ser Tyr Arg Ser Tyr Arg Ile Pro Leu BAsp Tyr
5 10

<21§> 116

«211> 11

<212> PRT

18
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«213> Secuencia Artificial

<2205
<223> Se gintetiza la secuerncia

<400> 116
Sex Tyr Arg Ser Tyr Val Leu Pro Leu Asp Tyr
5 10
<2105 117
<Z11» 11
<212> PRT

«213> Secuencia Artificial

€220
<223> Se gintétiza la secuencia

<400> 117

Ser Tyr Aryg Sexr Tyr Val Leu Pro Leu Asp Gln
5 10

«210> 118

<21l> 11

<2125 PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<2235 Se gintetiza la secuencia

<400> 118

Ber Tyr Arg Ser Tyr Phe Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 119

<211> 11

<212>» PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400s 119

Ser Tyr Ser Ser Tyr Met Arg Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 120

«211> 11

<212 PRT

£213> Secuencia Artificial

<220> ) ‘
«223> Se gintetiza la secuencia

<400> 120
Ser Tyr Ser Ser Tyr Thr Arg Pro Leu Asp Tyr




5 10

<3105 121

«211s 11

<212% PRT

%213> Secuencia Artificial

<2205
<223 Se sintetiza la secuencia

«400> 121

Ser Tyr Ser Ser Tyr Val Thr Ser Leu Asp Tyr
5 10

<210 122

<21i> 11

212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<2235 S¢ gintetiza la secuencia

<4005 122

Thr Tyr Gly Ser Tyr Glu Lys Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 123

2211» 11

<2125 PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<2235 Se sintetiza la secuencia

<400> 123
Thr Tyr Gly Ser Tyr Val Lys Pro Leu Asp Tyr
5 10
<210> 124
<211> 11
<212» PRT

<2I3>'Sécuencia Artificial

«220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 124

Thr Tyr Gly Ser Tyr Val Arg Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 12%

<211 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial




<220
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 128

Thr Tyr Gly -Sexr Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr
‘ 5 10

<2105 126

<211» 11

<212> 'PRT

2213> Secuencia Artificial

<2205
<223> Se. gintetiza la secuencia

«400> 126
Thr Tyr His Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10
<210> 127
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sihtetiza la secuencia

<400> 127
Thr' Tyr Arg Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10
<210> 128
<2115 11
«212% PRT

<2135 Secuencia Artificial

<220>
«223> Se sintetiza la secuencia

<400> 128

Thr Tyr Arg Ser Tyr Lys Ser Pro Leu Asp Tyr
' 5 10

<210> 129

«21%> 11

<212> PRT

<2135 Secuencia Artificial

<220>
<223> Be gintetiza la secuencia

<400> 129
Thz Tyr Arg Ser Tyr Phe Thr Pro Leu Tyr Tyr
5 10

9



<2105
<211>
<2125
<213

<2203
<223>

<400>

Thr Tyr Arg Gly Tyr Glu Thr Pro Leu Asp Tyr

<210>
<2115
«212s
<213>

<220>

<223>

<400

Thr Tyr Arg Ser Tyr Phe Val Pro Leu Asp Tyr

<210>
<211>
«212>
<213

<«220>

<223> Se gintetiza la secuencia

<4003

Thr Tyr Ser Ser Tyr Val Lys Pro Leu Asp Tyr

<2105

<211>

<212>
<213>

€220
<223>

<400>

Thr Tyr Ser Ser Tyxr Val Arg Pro Leu Asp Tyr

<210

<211>
«212>
<213>

<220>
<223>

130

11

PRT
Secuencia Artificial

Se sintetiza la sgecuencia

130
5
131
11
BRT
Secuencia Artificial

Se gintetiza la gecuencia

131
5
132
1L
BRI
Secuencia Artificial

132
5
133
11
PRT
Secuencia Artificial

Sée gintetiza la secuencia

133
5
134
11
PRT v ‘
Secuencia Artificial

Se gintetiza la secuencia

1



<400> 134

Thr Tyr Ser Ser Tyr Met Arg Pro Leu Asp Tyr
s 10

<210> 135

<211s 11

<212» PRT

<213> Secuercia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 135

Thr Tyr Ser Ser Tyr Met Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 136

<211> 11

<2125 PRT

<213> Secuencia Artificial

220>
«223> Se sintetiza la secuencia

<400> 136

Tht Tyr Ser Ser Tyr Val Thr Ala Leu Asp Tyr
5 10

<210% 137

<211> 11

<2125 PRT

<213> Secuencia Artificial

<230
<223> Se pintetiza la secuencia

<400> 137

Thr Tyr Ser Ser Tyr Arg Thr Ala Leu Asp Tyr
5 10

«210> 138

<211l> 11

<212» PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 138

Thr Tyr Thr Ser Tyr Arg Leu Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 139

<21l» 7

294



<2125 PRT
«213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 139

Trp aAla Ser Thr Arg Glu Ser
5

<2103 140

«<21l> 1&

212> PRT

<213> Seduencdia Artificial

<220>
<2235 Se gintetiza la secuencia

- <400> 140
' @ly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His
5 . 10
<210> 141
<211s 18
<212> PRT

<213% Sécuencia Artificial

<220>
<223» Se sintetiza la secuencia

<400> 141
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Agn Pro Asn
1 5 10 15

Phe Lys Asp

<210> 142

<2115 11

<212> PRT

<2135 .Seciiericia Artificial

<220> )
<223> Se¢ sintetiza la secuencia

<400> 142

Ser Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Ty¥
5 10

<210> 143

«211> 11.

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

220>

S0



<223> BSe gintetiza la secuencia

<400> 143
Ser Tyr Gly Ser Tyr Val S8er Pro Leu Asp Tyr
5 10
«210> 144
<211> 11
<2123 PRT

«213> Secuencia Artificial

<220
<223> Se Bintetiza la secuencia

<400> 144

Ser Tyr Arg Ser Tyr Arg Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 1485

<2115 11

<2123 PRT

<213> Secuancia Artificial

<220>
<223> Se gintetiza la secuencia

<400> 145

Ser Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210s> 146

<21i1s 11

<212> PRT

<213> Secueridia Artificial

<220
<223> Se sintetiza la secuencia

<4005 146

Ser Tyr Arg Ser Tyr Val Val Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 147

<211l> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220

<223> Se. Bintetiza la secuencia

<400> 147

Ser Tyr Arg Ser Tyr Val Val Pro Leu Asp Ser
5 10

£210> 148




<211> 11
<212 PRT
<2135 Secuencia Artificial

<2205
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 148
Ser Tyr Ser Ser Ty Val Lys Pro Leu Asp Tyr
5 X0
<210> 149
<211s 11
<212> PRT

<213> Sécuencia Artificial

<2205 v _
<223> Se gintetiza la secuencia

<400> 149
Ser Tyr Ser Ser Tyr Val Leu Pro Leu Asp Tyr
5 10
2210> 150
<211l> 11
<212> PRT

<2135 Sécuencia Artificial

<2205
<2235 Se sintetiza la secuencia

<4005 150 i

Thr Tyr Ala Ser Tyr Ala Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 151

<211s 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<2205
<223s Se sintetiza la secuencia

<400> 151

Thr Tyr Ala Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyt
5 10

<2105 152

«211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

¢ >©Z



<400> 152

~ Thr Tyr Gly Sér Tyr Val Thr Ala Leu Asp Tyr
' 5 10
<2105 153

«211> 11

<212 PRT

«<213» Secuencia Artificial

<2205
«223> Se sintetiza la secuencia

<400> 153

Thr Tyt Gly Ser Tyr Val Thr Ala Leu Asp His
5 10

«210> 154

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220
<2235 Se dintetiza la secuencia

<400> 154

Thr Tyr Gly Ser Tyr Met Val Pro Leu Asp Tyr
5 10

<216> 158

<211> 11

<212> PRT

<213> Sepuencéia Artificial

<220>
223> Se sintetiza la secuencia

<400 155
Thr Tyr His Ser Tyr Leu Val Pro Leu Asn Tyr
5 10
<2105 156
<211s 11
<212»> PRT

«213s Secuencia Artificial

<220
22235 Se gintetiza la secuencia

<400> 156
Thr Tyr Lys Ser Tyrx Val Thr Pro Leu Asp Tyt
5 10
<2105 157
<211> 11

€212> PRT

03



<¢213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 157
ThHY Tyt Arg Ser Tyr Arg Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10
«210> 158
«211> 11
<212> PRT

«213> Secuericia Artificial

<220>
<223> Se gintetiza la secuencia

<400> 158
Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Phe
5 10
<210> 159
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 158

Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Agp Tyx
5 10

<210> 160

«211s 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

2203
<223> Se sintetiza la secuencia

<4005 160
Thr Tyr Ser Ser Tyr Trp Ile Pro Leu Asp Tyr
5 10
<2105 161
«211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<2235 Se sintetiza la secuencia

<400 161
Thr Tyr Ser Ser Tyr Val Arg Pro Leu Asp Tyr




«210> 162

<211 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> )
<223> Se sinteétiza la secuencia

<400> 162

Thyr Tyr Ser Ser Tyr Val Thr Ser Leu Asp Tyr
5 10

<210> 163

<21l> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sgintetiza la secuencia

<400> 163

Thr Tyr ‘Ser Ser Tyr Val Thr Ala Leu Asp Tyr
5 10

<2105 164

«21l> 11

<212> PRT

<2135 Secuencia Artificial

<2205
%223> Se gintetiza la gecuencia

<400> 164

Ile Tyr Txp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
. 5 10

<210> 165

<211> 11

<212> PRT

«213> Secuencia Artificial

<2203
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 165
Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Val Ser Gly Vval
5 10
<210> 166
<21l> 14
<212> PRT

<213»> Secuencia Artificial




<220
«223> Be sintetiza la secuencia

500> 166
Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His Trp Val
5 10
<210> 167
<211> 14
«212> PRT

<2135 Secuencia Artificial

<220>
<2233 Se gintetiza la mecuencia

<4005 167

Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Ser Trp Leu His Trp Val
5 10

<210> 168

<211> 22

<212> PRT

<213> Becuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 168
Trp Val Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn
1 5 10 15

Prd Ash- Phe Lys Asp Arg Phe
20

€210 169

«21ls 22

<212% PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> .
<223> Se dintetiza la secuencisa

<400> 169
Trp Val Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn
1 5 10 15

Thr Lys Phe Glu Asp Arg Phe
20

<210> 170

«211l>» 22

<2125 PRT

<2135 Secuencia Artificial

<2205




<2235 Se sintetiza la secuencia

<400> 170
Trp Val Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr A¥g Phe Asn
1 5 . 10 15

Pro Asn Phe Glu Asp Arg Phe
20

<2105 171

<21l1l> 1%

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> _ _
<223> Se sintetizs la secuencia

<400> 171
Cys Ala Arg Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr Trp Gly
1 5 10 15

<210s 172

<211> 15

«212» PRT

<213> Secuencia Artificial ‘

«220>
<2235 Se gintetiza la secuencia

<400> 172
Cys Ala Ser Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro lLeu Asp Tyr Trp Gly
1 5 10 15

<210> 173

<211> 15

<212> PRT :

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

«400s 173

Cys Ala Thr Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyxr Trp Gly
1 5 10 15

<210> 174
<211» 15
<212> PRT

«213> Secuencia Artificial

<220>
<223y Se sintetiza la secuencia

<400> 174
Cys Ala-Thr-Tyr.Arg Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr Trp Gly

oA



1 5 10 15

<210> 175

<211> 15

<212 PRT

<2135 Secuencia Artificial

«220>
<223> 8¢ sintetiza la secuencia

<4005 175
Cys #Ala Ser Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr Trp Gly
1 5 10 15

«210> 176

<211> 15

<212 PRT

<2135 Secuencia Artificial

<220>
«223s 8e mintetiza la secuencia

<#00> 176
Cys Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leéu Asp Tyr Trp Gly
1 5 10 15

<2105 177

<21l1> 1%

<2125 PRT

<2135 Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 177
Cys Ala Thr Tyr Ser Ser Tyr Val Thr Ser Leu Asp Tyr Trp Gly
1 5 10 15

<2ios 178

<211l> 15

«212> PRT

<213> Becuencia Artificial

<220
<223> Se gintetiza la secuencia

<400> 178
Cys Ala Thr Tyr Ser Ser Tyr Val Thr Ala Leu Asp Tyr Trp Gly
1 5 10 15

<210> 179

<211> 23

<2125 PRT

<2135 Secuencia Artificial




<220
<223> Se gintetiza la secuencia

<§00> 179
Agp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu $Ser Ala Ser Val
1 5 10 15

Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

210> 180

<211> 15

<212» PRT

«213> Secuencia Artificial

«220>
<223> Se girtetiza la secuencia

<400> 180
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 18

<210> 181

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
€2735 8e sintetiza la secuencia

<4005 181
‘Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
1 5 10 15

Thr Leéu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr
20 25 30

Tyr Cys

<210> 182
<211y 11
<212» PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
¢223> Se gintetiza la secuencia

<400> 182

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Gli Ile Lys Arg
5 10

<2105 183

<21ls i7

<212> PRT




<213y Secuencia Artificial

<2205
%223 Se gintetiza la sécuencia

<400> 183

Lys Ser Ser Glu Ser Lew Leu Tyr Thr Ser Ser Gln Lys Asn Tyr

1 5 10

Leu Ala

<210> 184

<2115 7

«212> PRT

<213 Seécuencia Artificial

<220>
«223> Se sintetiza la secuencia

<400> 184

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
. 5

<210> 185

<2115 9

<2125 PRT

<2135 Secuencia Artificial

<220>
«223> 8é& gintetiza la secuencia

«400> 185
Gln Gln Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr
5
<210> 186
<21%> 106
212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se gintetiza la secuencia

<400> 186

15

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu

1 5 10

15

@ln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn

20 25

30

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala

35 40

45

Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser

310



50 55 60
Lys Agp Sér Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys
65 70 75

Rla Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu val Thr His
80 BS 90

Gln Gly Leu Sexr Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu
95 100 105

cys

<210> 187
<211> 25
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<2203
<223> Sé sintetiza la decduencia

<400> 187
Glu Val Gln Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly
1 5 10 15

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

<210> 188

<2115 113

<212> PRT

<213% Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 188

Trp V&l Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
5 10

<2105 189

<211> 30

<2125 PRT

<2133 Secuencia Artificial

<220
<223> Se gdintetiza la secuencia

<400> 189
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu
1 5 10 15

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




<210 190

<2113 11

<212> PRT

<2135 Setuéncia Artificial

<220
<¢223s Se wintetiza la secuencia

<400> 190

Trp Gly Gln @ly Thr Leu Val Thr val Ser Ser
5 10

<210> 191

€211s 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

«220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<A00s 191
Gly Tyr Thi PhHe Tht Ser Tyr Trp Leu His
5 10
<2105 192
<211> 18
<2125 ‘PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<2235 Se sintetiza la secuencia

<400> 192

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn

1 5 10

Phe Lys Asp

<210> 193

«211> 12

<212> PRT

213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 193

Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 194

<211> 168

<212> PRT

312



<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se

<400> 194
Ala. Ser
1

Lysg Ser

Asp Tyr

sintetiza la secuencia

Thr Ly$§ Gly Pro Ser val
5

Thr Ser Gly Gly Thr Ala
20

Phe Pro Glu Pro Val Thr
35

Leu Thr Se¥ Gly Val His Thr Phe

50

‘Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val

Leu Gly

&5

Thr Gln Thr Tyr lle Cys
80

Adn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val

Thr His

<210 195
<211> 222

95
Thy

<212> PRT
<213> Secuenc¢ia Artificial

«220>
<223> Se

<400> 195

Cys Pro
1

Phe Leu

Thr Pro

Pro Glu

Asn Ala

Arg Val

sintetiza la secuencia
Pro Cys Pro Ala Pro Glu
5

Phe Pro Pro Lys Pro Lys
20

glu val Thr Cys Val val
35

Val Liys Phe Asn Trp Tyr
50.

Lys ‘Thr Lys Pro Arg Glu
65

Val .Ser Val Leu Thr Val

Phe

Ala

val

Pro

val

Asn

Glu

Leu

Asp

val

Val

Glu

Leu

Pro
10

Leu
25

Sex
40

Ala
55

Thr
70

Val
85

Pro
100

Leu
10

Thr
25

Asp
40

Asp
55

Gln
70

Leu

Gly

Trp

val

Val

Asn

Lys

Gly

Leu

Val

Gly

Tyr

Gln

Ala

Cys

Asn

Leu

Pro

His

Ser

Gly

Met

Ser

val

Asn

Asp

Pro

Leu

Sex

Gln

Ser

Lys

Cys

Pro

Ile

His

Glu

Ser

Trp

Ser

val

Gly

Ser

Ser

Pro

Asp

Ser

Ser

Glu

Val

Leu

Ser
15

Lys
30

Ala
45

Ser
60

Ser
75

Ser
90

Lys
105

Val
15

Arg
30

Asp
45

His
60

Tyr
75

Asn

00



[l

Gly

Pro

PXo

Asn

Asp

Leu

Asn

Lys

Ile

Gln

Gln

Ile

Lys:

val

val

Glu

Glu

Val

Val

Ala

Thx

‘ser:

Phe

Tyzr: Thr Gln

<210> 196
222

<211>

<212> PRT
Secuencia Artificial

<213>

«220>
<223>

<400> 196

Tyr

Lys

Tyr

Ser

Val

Thi

Lys

Ser

Lys

80

Lys Cys
95

Thr Ile
110

Thr Leu
125

Leu Ser
140

‘Glu Trp

155
P¥o Pro
170

Leu Thr
185

Cys Ser
200

Seér Leu
215

Lys

Sexr

Pro

cys

Glu

val

Val

Val

Ser

Val

Lys

Pro

Ala

Ser

Leu

ASp

Met

Leu

Se sintetiza la secuencia

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro. Glu

1

Phe Leu Phe

Thr

Pro

Bro

5.

Pro Lys
20

Glu Val Thr Cys

Pro Glu Val

Asn Ala Lys

Ary Vel

val

Lys

Thr

35

Pro

val

Lys

Val

Phe Asn Trp Tyr

50

Lys Pro
65

Ser val Leu

8Q

Ser

Ata

Ser

Val

Asn

Asp

Lys

His

Ser

Leu

Asp

Val

Val

Arg Glu Glu

Thr

val

Leu

85

Asn
100

Lys
115

Axrg
130

Lys
145

Gly
160

Ser
175

Ser
190

Glu
205

Pro
2290

Leu
10

Thr
25

Asp
Asp
55

Gln
70
Hig
85

Lys

Gly

Glu

Gly

Gln

Asp

Arg

Ala

Gly

Gly

Leu

Val

Gly

Tyr

Gln

Ala

Gln

Glu

Phe

Pro

Gly

Trp

Leu

Lys

Gly

Met

Sexr

val

Asn

Asp

Leu

Pro

Met

Glu

Ser

Gln

His

Pro

Ile

His

Glu

Ser

TZp

Pro

Arg

Thr

Pro

Asn

Phe

Gln

Asn

Ser

Sexr

Glu

val

Thr

Leu

90

Ala
105
Glu
120

Lys
135

Ser

150

Asn
165

Phe.

180

Gly
195

His
210

val
15

Arg
30

Asp
45

Asgn

90

21



Gly

Pro.

Pro

Asn

Asp

Leud

Asn

Lys Glu

Ile Glu

Gln Val

‘@ln Val

Ile Ala

‘Lys. Thr

Tyt Ser

Val Phe

Thr Gln

Tyzr Lys

Lys Thr
110

Tyr Thr
125

Ser Leu
140
Val Glu
158
Thr Pro
170
Lys Leu
185

Ser Cys
200

Lys Ser
215

Cys

Ile

Leu

Trp

Trp

Pro

Thy

Ser

Leu

Lys

Ser

Pro

Cys

Glu

Val

val

val

Ser

val

Lys

Pro

Leu

Ser

Leu

Asp

Met

Leu

Ser

Ala

Ser

val

Asn

Asp

Lys

His

Ser

Asn Lys
100

Lys Gly
118

Arg Glu
130

Lys Gly
145

Gly Gln
160
Ser Asp
175

Ser Axg
190

Glu Ala
205

Pro Gly
220

Ala

Gln

Glu

Phe

Pro

Gly

Trp

Leu

Lys

Leu

Pro

Met

Tyr

Glu

Ser

Gln

His

Pro

Arg

Thr

Pro

Asn

Phe

Gln

Asn

Ala
108

Glu
120

Lys
135

Sex
150

Asn
165

Phe
180

Gly
195
His
210




DOCUMENT OF ASSIGNMENT OF
PATENT APPLICATION

ASSIGNMENT

The Undersigned
Karen BILLEC]

Judy YOUNG .
Zhong ZHENG

acting as Inventors

of Colombian Patent Appln. No. 07012.528
Entitled: HUMANIZED ANTI-CMET
ANTAGONISTS

with domiciles In:
5247 Shelter Creek Lane
San Bruno, California 94066 USA

2833 Tramanto Dnve
San Carlos, California 94070 USA

1175 Balclutha Drive
Foster City, California 94404 USA

hereby declare(s) that they(he) assigns all
rights of ownership as well as all rights and
privileges relating thereto without exception over
the following patent application in Colombia:

Colombian Patent Appin. No. 07012.528
Entifled: HUMANIZED ANTI-CMET
ANTAGONISTS

to GENENTECH, INC.

domiciled in 1DNA Way, South San Francisco,
CA 94080-4990., USA.

The assignors and the assignee sign this
document as proof of their acceptance of the
assignment,

Given and signed on the ﬁ_“
2007

day ot March of

ngnature of ;@%\

Karen BILLECI

/Judy YOUNG/

Zhong ZHENG

Given and signed on the _Stiiay of March ot
2007

Signature ot Assignes

ﬂm

Timothy R. Schwartz \
Associate General Counsel! — Director
Genentech, Inc.
Authorized Corporate Signatory

(see oMached Calkifornia
A= Pupose r~c\<\\cwiedjmeﬁ“’s)

DOCUMENTO DE TRASPASO DE
SOLICITUD DE PATENTE

CESION

Los Suscritos
Karen BILLECI
Judy YOUNG
Zhong ZHENG

en calidad de Inventor

de la Sol. de Patente Colombiana No.
07012.528

Titulada: HUMANIZED ANT-CMET
ANTAGONISTS

con domicilios en

5247 Shelter Creek Lane

San Bruno, California 94086 EUA

2833 Tramanto Dnive
San Carlos, California 94070 EUA

1175 Balclutha Drive
Foster City, California 94404 EUA

declara por el presente documento que cede
todos los derechos de propiedad que le
correspondan, as{ como fas prerrogativas, sin
excepeidn alguna, sobre la siguiente solicitud de
patente en Colombia:

Sol. de Patente Colombiana No. 07012.528
Titulada: HUMANIZED ANTI-CMET
ANTAGONISTS

a GENENTECH, INC.

domiciliada en 1 DNA Way,
Francisco, CA 94080-4990., EUA.

South San

El cedente y el cesionario firman este
documento como prueba de su aceptacion de la
cesién.

Dado y firmado a los
de 2007

dias del mes de

Firma del Cedente

Firma del Cesionario

N

/8 2904

>

S\é
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SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Country: United States of America
This public document

has been signed by Christine Mane Ricks
acting‘itt '_the capacity of Notary Public. State of California

bears the seal/stamp of Christine Marie Ricks, Notary Public,
State of California

CERTIFIED
AtSacramento California

the 7th day of March 2007
by Deputy Secretary of State. State of California

'ijo 363160
.':iﬁ;Seal/Stamp:

10. Signature

Netne Brea_

Secretary of State

OSP 06 99602




*URPOSE ACKNOWLEDGMEN

ARITA O AR A R RIS BRI

. California

County of SCJ\ \"\c;+e )

on Mavch S, 2007% before me. C )\ris‘n"ne icks. N o‘}-mm Public ,
L,v Date ~ Name and 7ille of Officer (e.g., "Jars Dod, Notary Public’f
personally appeared Kaovren 3% Nec;

Namae(s) of Signer(s)

. 0 personally known to me
)i] (or proved to me on the basis of satisfactory evidence)

to be the person(s) whose name(s) isfare subscribed to the
within instrument and acknowledged to me that
he/she/they executed the same in his/herftheir authorized
capacity(ies), and that by his/herttheir signature(s) on the
instrument the person(s), or the entity upon behalf of
which the person(s) acted, executed the instrument,

WITNESS my hand and official seal.

Place Notary Seal Above %— 22

Signature of Notary Public
OPTIONAL

Though the information below Is not required by jaw, il ma Y prove valuable to persons relying on the document
! and could prevent fraudulent removal and reatiachment of this form to another document,

Description of Attached Document

. Title or Type of Document: Ass :\6 P\t\\‘ar\+ = Cm\ grohia
Document Date: ij\&\’c n 5 N 200 _:IL Number of Pages: {
Signer(s) Other Than Named Above: ) uc\'\l) \Jouns —Zhon g Zhehg i oﬁ\y E.
Schuwat=
. Capacity(ies) Claimed by S{gner(s) .
: Signer's Name: __ KoCen  Bi\lec Signer's Name:
) ® Individual O Individual
. 1 Corporate Officer — Title(s): O Corporate Officer — Title(s):
O Partner — O Limited (J General LTy U Partner — [ Limited [ General RIGHT THUMBPRINT
=~ O Attorney in Fact - 'G r {7 Attorney in Fact . °'G"
- .0 Trustes P o1 fumb he I Trustee °p ot thumo here &
.0 Guardian or Conservator 0 Guardian or Conservator N
0 Other: {1 Other:

" Signer Is Representing: Signer Is Representing:

SN NS LA, AT N R R N S R NI N R R R R S S R TR IS A PN PN N R R A R R TR CTNTCR

N 3 5 RS X 2O
© . ©2008 National Notary Associalion + 9350 De Sotg Ave., P.O. Box 2402 - Chatsworth, CA 91313-2402 ltem No. 590 eorder: Call Toli-Free 1-800-876-6827

SN IANSS A N NS o

=

AP TN



-3

2.
3.
4.

. N O O

“(REV. 1:07)

- ?Séél/Stamp.'

SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Country: United States of America
This public document

has been signed by Christine Marie Ricks
acting"iﬁ"__jt_bé‘capacity of Notary Public, State of California

bears the '-ééal/stamp of Christine Marie Ricks, Notary Public,
State of California

. CERTIFIED
AtHS_féb’ramento, California
the 7th day of March 2007

byDeputy Secretary of State, State of California

No. 363161

10. Signature

Secretary of State

OSP 06 99602




State of California

" County of :-:2:,:\:, : Mcc‘reo
On Mavreh 51 200%  before me,
Date

pérsonally appeared

Name(s) of Sign

. U personally known to me

)Xi {or proved to me on the basis of satisfactory evidence)

tobe the person(s) whose name(s) isfare subscribed 1o the
within instrument and acknowledged to me that
he/she/they executed the same in his/herftheir authorized
capacity(ies), and that by his/herftheir signature(s) on the
instrument the person(s), or the entity upon behalf of
which the person(s) acted, executed the instrument.

WITNESS my hand and official seal.

‘ >. . Place Notary Seal Above M

Signature of Notary Public
- OPTIONAL
Though the information below is not required by iaw, i may prove valuable to persons relying on the document
and could prevent fraudulent removal

and reattachment of this form to another document,
~Description of Attached Document

Title or Type of Document: A 35 ; %T\ [hgh'\' = CQ \ BN b VO
Document Date: Mar an 5 . 200F Number of Pages: |

Siénér(é) Other Than Named Above: AN

Capaclty(zes) Claimed by Signer(s)
Signer’s Name: ; Signer's Name:
¥ individual O Individual
“O Corporate Officer — Title(s): U Corporate Officer — Title(s):
-0 Partner ~ O Limited 0 General Ry O Partner — O Limited (] Generay RIGHT THUMBRRINY
‘O Attorney in Fact o SIGNER

0 Attomey in Fact

OF SIGNER
Top ot thumb here

0 Trus tee Top of thumb here
O Guardian or Conservator O Guardian or Conservator
0 Other: 01 Other:

- Signer Is Representing:

Signer Is Representing;

LINSE NS\ S N

A
ltern No. 5907

06\'-4’-\%‘-\%'.\51,6\%9\2‘\2 2N 4\ O
Reorder: Call Toll-Free 1

=SNG
-800-876-6827

Schwavts.

i~
ALY Pt
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SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by Christine Marie Ricks
3. acting in the capacity of Notary Public, State of California

4. bears the seal/stamp of Christine Marie Ricks, Notary Public,
State of California

CERTIFIED
At Sacramento, California
the 7th day of March 2007

o o

~

by Deputy Secretary of State, State of California
No. 363162

©

Seal/Stamp:

10. Signature

/h*‘—g’m«&—»\_—

Secretary of State

NP-24 A (REV. 1-07) OSP 08 99602




31

aid e
yof _San TMMeded
on Mavrch S, 200F  before me,

Date

Nal
on Zheng
personally appeared Z { é ED O e

®
[ personally known to me

)ﬁ (or proved to me on the basis of satisfactory evidence)

1o be the person(s) whose name(s) isfare subscribed to the
within  instrument and acknowledged to me that
helshefthey executed the same in his/herfthelr authorized

] . CHIGSTINE MARIE RICKS ‘ capacity(ies), and that by his/erftheir signature(s) on the
Commmission # 1686251 instrument the person(s), of the entity upon behalf ot

which the person(s) acted, executed the instrument.

WITNESS my hand and official seal.

) .
Place Notary Seal Above
Signature of Notary Public

OPTIONAL

« Though the intormation below is not required by law, jt may prove valuable to persons relying on the document
U and could prevent traudulent removal and reattachment of this torm to another document.

Description of Attached Document . _
Title or Type of Document: ASSY Q [RIAN evﬁ -~ CO\ON\\D 10,

;D'o'cument Date: oxXc 5 200+ Number of Pages:______l____._r—

'.:.LSigner(s) Other Than Named Above: Wﬂl\"‘/ R
O Schwed

Capacity(ies) Claimed by Signer(s)
~ .

. Signer’'s Name: ) wXe¥ 4 ZNeNaA, Signer's Name:

individual 1 individual
0 Corporate Officer — Tite(s} ————-— 0 Corporate Officer — Titlets): _ — —
D Partner — O lelled a General RIGHT THUMBPRINT ] Partner — O L‘mﬂed O Genefa‘ RIGHT THUMBPRINT
(0 Attorney in Fact OF SIGNER _ O Attorney in Fact OF SIGNER
Yop of thumb here Top of thumb here

O Trustee

© [0 Guardian of Conservator O Guardian or Conservator

‘1 Other: O Other:

I ————— e
- Signer Is Representing: Signer Is Representing:

N ALL A % .\-‘g'-\zﬁ\%'v\e://w\z‘n\%’»\‘f_’,'-c.' 7 PR
-800-876-6827

R ST IS B IR NN NSO < DER R SO
© 2006 National Notary ‘Association » 9350 De Soto Ave., PO. . item No. 5907 Reordel
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NP-24 A (REV. 1-07)

%

Tl Y

SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Country: United States of America
This public document

has been signed by Christine Marie Ricks
acting in the capacity of Notary Public. State of California

bears the seal/stamp of Christine Marie Ricks. Notary Public,
State of California

CERTIFIED
At Sacramento, California

the 7th day of March 2007

by Deputy Secretary of State, State of California
No. 363163

'SéaI/Stamp:

10. Signature

/h‘;gmac«_.

Secretary of State

BY hil

e e e e e emE————

SO ————

OSP 06 99602




PURPOSE ACKNOWLEDGMENT

A N AN NIRRT

R A AR A AN A N RN N R RN RS SRR AR A AN AV 7N

_Jf California .

;;C&}Ir;t}'of Son Mateo
'_-On VNordn S, 200%F before me, C,\\r»s'\-me. 121d<€ No‘ﬁ:u\/ Pu.b'\(,

Date" Name and Title of Oﬂnoer (eg., “Jlme Doe, Notary Putlic™y

“personally appeared -_ ﬁHITmo‘H\\I . Schuwort z, ?}\ D.

T Name-s) of Signer(s)

- " T personally known to me
Miw) (or‘proved to me on the basis of satistactory evidence)

to be the person(s) whose name(s) is/are subscribed to the
within instrument and acknowledged to me that
he/shefthey executed the same in his/herftheir authorized
capacity(ies), and that by his/her/their signature(s) on the
instrument the person(s), or the entity upon behalf of
which the person(s) acted, executed the instrument.

WITNESS my hand and official seal.

Signature of Notary Public
OPTIONAL

_ough the lnforma!lon below is not required by law, it may prove valuable to persons relying on the document
and could prevent fraudulent removal and reattachment ot this form to another document,

escriptlon' of Attached Document
e or Type of Document: ASS\Q nment - Col ombia

‘méhi'béte:‘ March & . 2O0F Number of Pages: \

Placé Notary Seal Above

Signef(s) Other Than Named Above: _K.c.Cer Bitlect, Tudy Young +Zhong Zheng

-

Capacity(ies) Claimed by Sl&ne és)
~Si f g BN Ve rS Signer’s Name:
0 Individual Ssociote O Individual

& Corporate Officer — Title(s): &en=y ‘ol Coo '\‘V‘ ¥ O Corporate Officer — Title(s):

: - rect’ .
.0 Partner — O Limited O General R'GHJ .‘é“,ﬁ“éﬁ“’ O Partner — O Limited O General RIGHA‘JE'%%E;RINT
- O Attorney in Fact ' . O Attorney in Fact
. Top of thumb here Top of thumb here
.0 Trustee iy 3 Trustee g

..~ - [0 Guardian or Conservator 0 Guardian or Conservator
o7 0 Other: O3 Other:

Slgngr Is Representing: Signer Is Representing:
_Graesyech Tac,

R A R R A A SR SRS B IR N R R R R RS ST A

© 20086 National Notary Association « 9350 Da Soto Ave., P.O. Box 2402 + Chalsworlh CA 91313 2402

R R R R RSB RI CSB R RS R RS ER S

Item No, 5907 Reorder: Call Toli-Free 1- 800-876-6827
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 196] )

1. Country: United States of America
This public document
2. has been signed by E. Bornett

&

3. acting in the capacity of Certifying Officer

. bears the seal/stamp of U.S. Patent and Trademark Office

Certified

5. at Washington, D.C.

6: the thirteenth of March, 2007

by  Assistant Authentication Officer, United States Department of State

8. No. 07016037-1

9. Seal/Stamp: 10 ature:

g/n

il
Patrick O. Hatchett
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UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE

United States Patent and Trademark Office

February 07, 2007

THIS 1S TO CERTIFY THAT ANNEXED IS A TRUE COPY FROM THE
RECORDS OF THIS OFFICE OF A DOCUMENT RECORDED ON

NOVEMBER 19, 2004.

By Authority of the

Under Secretary of Commerce for Intellectual Property
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-19-2604 15:11 FROM:GENENTECH LEGAL 658 952 9881 T0: 917833865995 P:2/3

U.S. DEPARTMENT OF COMMERCE]

RECORDATION FORM COVER SHEET Patent und Teadeenark Office
} Asmitant Commyssioner of Pat apﬁg N:I‘Eegﬁﬂ 3? 13! documents or capy ¢ Aty Dkt No: PR2138
). Name of °°nvcm%m| 0g party(ies);
Mark 8. Dennis Name:; GENEN INC
Addirional nume(s) of conveying party(ics) atiachod? _ Yes 5 No Internal Adcress:
3. Nalure of conveyance: Street Address: 1 DNA Way
X Assignment Merger City: South San Franciseo State: California
Security Agreement Z1P: 94080-4990
Change of Namg Addie } & addras(es) aached? _ Yes x No
Other:

Exccution Dae: 4/, 4, LAy

4. Application number(s) or patent number(s):

I thit docuiment (5 heng Flod together with a new application, the cxecytion date of the application tg;

A. Paient Application No.(s) R. Patent No.(s)
60/598,991
Additional numhcrs attached? _ Yos x_No
3. Name and address of party to whom correspondence 6. Total number of applications and patents
conceming document should be mgailed: involved: 1
Paul Naik, Ph.D. 7. Total fee (37 CPR 3.41): $40.00
GENENTECH, INC, . Enclosed
! DNA Way X Authorized (6 be chaxged to deposit account

South San Francisco, CA. 94080

8. Deposit account number:

07-0630

PO NOT USE THIS SPACE

9. Stement and ignattcs,

To the best of iy knowledge und holicf, the forcgoing nfarmialion 1s true and comeet and any attached copy
12 & true copy of the enginal document. M
Paul Naik, FhD), Novemnber 10, 2004

Name of Person Signing " Signaturc Datc
Registation No, 49,075

Total number of pages comprisi ng cover sheet, attachments and document: *1

Revised (1041 LAv5)

- | PATENT
700132962 REEL: 015395 FRAME: 0288




P:3/3

P94 15:11 FROM:GENENTECH LEGAL 650 952 9881 TO:917833865995

Docket No. PR2138
; ASSIGNMENT

WHEREAS, Mark S. Dennis. a eitizen of United States of America, residing at 120 Plymouth,
iSan Carlos, California 94070 (heremnafter "ASSIGNCOR"), has invented a new and useful invention in

HUMANIZED ANTI-CMET ANTAGONISTS

for which a provisional application Serial No. 60/598,991, if received (Docket No., PR2138) has besn
§fﬁled by him on 05 August 2004; and

WHEREAS, GENENTECH, INC.. a corporation orgamzed and existing under ang Py virtue of
‘the laws of the State of Delaware, having a place of business at 1 DNA Way, South San Francisco,
' California 94080-4990, is desirous of acquiring an interest in and to said invention, and in and to the
:Letters Patents 1o be obtained therefor;

NOW, THEREFORE, be it known by all whom it may concern:

Thatfor good and vaiuable consigeration the receipt of which 13 hereby acknowledged, the said
- ASSIGNOR have and do hereby sell, assign, transfer and set over unto the said GENENTEGH, INC..
its successors and assigns, the full ang exciusive right, tide and interest including all nghts under the
Paris Convention for the Protection of Industrial Propetty, in and to sald invention, and in and to any
and all Letters Patents to be granted and issued therefor or any continuation, division, renewal. or
substitute thereof, and as to Letters Patents any reissue or re-examination thereof, not only for, to, and
inthe United States of Amenca, its territories and possessions, but for, to and in all other countnes; and
it has been and is herevy authonzed and fequested that the appropriate government agencies issug
said Letters Patents to said GENENTECH, INC., in aceordance with this Assignment,

Said ASSIGNOR covenants and agrees to cooperate with GENENTECH, ING., to enable said
GENENTECH, INC. to enioy to the fullest extent the right, title and interest heremn conveyed in the
United States and foreign countries. Such cooperation by said ASSIGNOR includes prom ptproduction
of pertinent facts and documents, giving of testimony, execution of petitions, caths, specifications,
declarations or cther papers, and other ussistance all to the extent deemed necessary or desirable by
said GENENTECH, INC., (a) for verfecting the right, title and interest herain conveyed; (b) for
prosecuting any of said applications; (c) for filing and prosecuting applications for reissuance of any
of said patents; (d) for interference or other priority proceedings involving said invention; and (e) for
legal proceedings involving said invention and any applications therefor and any patents granted
thereon, including without limitation opposition proceedings, cancellation proceedings, priority contests,
public use proceedings, infringement actions and court actions; provided, however, that the expense

incurred by said ASSIGNOR in providing such cooperation shall be paid for by said GENENTECH,
INC,

The terms and covenants of this assignment shall inure to the benefit of said GENENTECH,
INC., ts successors, assigns and other iegal representatives, and shall be binding upon said
ASSIGNOR, ther respective heirs, legal representatives and assigns,

Said ASSIGNOR hereby warrants and represents that he has not entered and will not enter mto
any assignment, contract. or understanding in conflict herewith.

IN WITNESS WHEREOF | undersign as follows: /' | /ﬁ,
i g/ )
{
South San Francisco //‘daé( d ‘l'/b'c{( M(fﬂs
9 (/ Mark S. Dennig
Dated: [/ 70

PATENT
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TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Cesion a GENENTECH, INC.

firmado por el cedente y el cesionario.

ESTADO DE CALIFORNIA

[Sello]

SECRETARIO DE ESTADO

APOSTILLA
(Convencién de la Haya del 5§ de Octubre 1961)

Pais: Estados Unidos de América
Este documento pablico

ha sido firmado por Christine Marie Ricks
. actuando en capacidad de Notario Piblico, Estado de California

lleva el selloftimbre de Christine Marie Ricks, Notario Publico
Estado de California

CERTIFICADO
En Sacramento, California
el 7mo dia de Marzo de 2007
por el Secretario de Estado Encargado, Estado de California
No. 363160

Sello/Timbre

Hay un sello que dice: 10. Firma

EL GRAN SELLO DE
EL ESTADO DE CALIFORNIA

(firma)
Secretario de Estado
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"

ACUERDO PARA TODO TIPO DE PROPOSITOS DE CALIFORNIA

Estado de California )
) ss.
Condado de San Mateo )
El Marzo 5, 2007 . ante mi Christine Ricks, Notario Publico
Fecha Nombre y Titulo del Funcionario (e). “Jane Doe, Notano Publico”)
se presenté Karen Billeci

Nombre(s) del Firmante(s)

O personalmente conocido por mi
Hay un sello que dice:

X1 probado ante mi en base a evidencia satisfactoria

KIYOKO SHIMIZU que es la(s) personafs) cuyo nombre(s) esta(n)
Comision # 1527444 suscrito(s) al instrumento presente y reconocié
Notario Publico - California ante mi que ellella/elios ejecutaron la misma
Condado de San Diego en sufsus capacidad(es) autorizada(s), y que por
Mi Comision Vence Nov. 18, 2008 su/sus firma(s) en el instrumento las personas o
la entidad en nombre de la cual la persona actué
Colocar sello notanal arriba ejecutd el instrumento.

N EN TESTIMONIO, mi firma y selio oficial.

(firma)
Firma del Notano Publico

OPCIONAL

Aunque la mformacién de abajo no es requerida por la ley, puede ser valiosa para personas que cuenlan
con el documento y podria evitar la remocién fraudulenta de este formato y su sujecion a otro documento

Descripcién del Documento Anexo
Titulo o Tipo de Documento: __Cesitn ~ Colombia

Fecha del Documento: Marzo 5, 2007

Firmante(s) Ademas de los Nombrados Arriba: Judy Young, Zhong Zheng Timothy R. Schwartz
Capacidad(es) Reclamada(s) por el Firmante(s) Capacidad(es) Reclamada(s) por el
Firmante(s)

Nombre del Firmante: Karen Billeci Nombre de! Firmante:

3 individuo O Individuo

O Funcionario Corporativo ~ Titulo(s): O Funcionario Corporativo — Titulo(s):
0O Socio - O Limitado O General 0 Socio - O Limitado [ General

O Abogado de Hecho HUELLA DACTILAR 0 Abogado de Hecho

O Fiado DERECHA DEL O Fiado HUELLA DACTILAR
O Tutor Legal o Conservador FIRMANTE O Tutor Legal o Conservador A DEL
a Otro: O Otro:

El Firmante Representa a; El Firmante Representa a:




ESTADO DE CALIFORNIA

[Selio]

SECRETARIO DE ESTADO

APOSTILLA
{Convencion de la Haya del 5 de Octubre 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico

2. ha sido firmado por Christine Marie Ricks
3. actuando en capacidad de Notario Piblico, Estado de California

4, lleva el sello/timbre de Christine Marie Ricks, Notario Pablico
Estado de California

CERTIFICADO
5. En Sacramento, California
6. el 7mo dia de Marzo de 2007
7. por el Secretario de Estado Encargado, Estado de California
8. No. 363161

9. Sello/Timbre

Hay un sello que dice: 10.  Firma

EL GRAN SELLO DE
EL ESTADO DE CALIFORNIA
(firma)
Secretario de Estado




ACUERDO PARA TODO TIPO DE PROPOSITOS DE CALIFORNIA

Estado de California )
) ss.
Condado de San Mateo )
El Marzo 5, 2007 . ante mi Christine Ricks, Notario Publico
Fecha Nombre y Titulo del Funcionaro (gj. “Jane Doe, Notario Piblico”)
se presentd Judy Young

Nombre(s) del Firmante(s)

0 personalmente conocido por mi
Hay un sello que dice:

X probado ante mi en base a evidencia satisfactorta

KIYOKO SHIMIZU que es la(s) persona(s) cuyo nombre(s) esta(n)
Comisidn # 1527444 suscrito(s} al instrumento presente y reconocio
Notario Publico — Califorma ante mi que el/ella/ellos ejecutaron la misma
Condado de San Diego en su/sus capacidad(es) autonzada(s), y que por
Mi Comusion Vence Nov. 18, 2008 su/sus firma(s) en el instrumento las personas o
la entidad en nombre de la cual la persona actuo
Colocar selio notarial arriba ejecutd el instrumento.

EN TESTIMONIO, mi firma y sello oficial.

(firma)
Firma del Notano Pablico

 OPCIONAL

Aunque la informacicn de abajo no es requerida por Ia ley, puede ser valiosa para personas que cuentan
con el documento y podria evitar la remocién fraudulenta de este formato Y 8U sujecion a otro documento

Descripcion del Documento Anexo
Titulo o Tipo de Documento: __Cesitén — Colombia

Fecha del Documento; Marzo 5, 2007

Firmante(s) Ademas de los Nombrados Arriba:_Judy Young, Zhong Zheng, Timothy R. Schwartz

Capacidad(es) Reclamada(s) por el Firmante(s) Capacidad(es) Reclamada(s) por el
Firmante(s)

Nombre del Firmante: Judy Young Nombre del Firmante:

X individuo O Individuo

O Funcionario Corporativo — Titulo(s): O Funcionario Corporativo — Titulo(s):
O Socio - O Limitado [ General O Socio- O Limitado [J General

00 Abogado de Hecho HUELLA DACTILAR 00 Abogado de Hecho

O Fiado DERECHA DEL O Fiado HUELLA DACTILAR
O Tutor Legal o Conservador FIRMANTE O Tutor Legal o Conservador P O, DEL
O Otro: O Otro:

El Firmante Representa a; El Firmante Representa a:

PR



ESTADO DE CALIFORNIA

[Sello]

SECRETARIO DE ESTADO

APOSTILLA
(Convencién de la Haya del 5 de Octubre 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico

2. ha sido firmado por Christine Marie Ricks
3. actuando en capacidad de Notario Pablico, Estado de California

4. lleva el sello/timbre de Christine Marie Ricks, Notario Publico
Estado de California

CERTIFICADO
5. En Sacramento, California
6. el 7mo dia de Marzo de 2007
7. por el Secretario de Estado Encargado, Estado de California
8. No. 363162

9. Sello/Timbre

Hay un sello que dice: 10. Firma

EL GRAN SELLO DE
ELL ESTADO DE CALIFORNIA
(firma)
Secretario de Estado
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ACUERDO PARA TODO TIPO DE PROPQOSITOS DE CALIFORNIA

Estado de California )
} ss.
Condado de San Mateo )
El Marzo 5, 2007 | ante mi Christine Ricks, Notario Publico
Fecha Nombre y Titulo del Funcionario (e). “Jane Doe, Notario Publico”)
se presentd Zhong Zheng

Nombre(s) del Firmante(s)

O personalmente conocido por mi
Hay un sello que dice:

probado ante mi en base a evidencia satisfactoria

KIYOKO SHIMIZU que es la(s) persona(s) cuyo nombre(s) esta(n)
Comsion # 1527444 suscrito(s) al instrumento presente y reconocié
Notario Publico — Califomia ante mi que el/ellafellos ejecutaron la misma
Condado de San Diego en su/sus capacidad(es) autonizada(s), y que por
Mi Comision Vence Nov. 18, 2008 su/sus firma(s) en el instrumento las personas o
la entidad en nombre de la cual la persona actu6
Colocar sello notarial arriba ejecutd el instrumento.

EN TESTIMONIO, mi firma y sello oficial.

(firma)
Firma del Notario Pdblico

OPCIONAL

Aunque la informacién de abajo no es requerida por la ley, puede ser valiosa para personas que cuentan
con el documento y podria evitar la remocién fraudulenta de este formato y su sujecion a otro documento

Descripcion del Documento Anexo
Titulo o Tipo de Documento: __Cesién — Colombia

Fecha del Documento: Marzo 52007

Firmante(s) Ademas de los Nombrados Arriba:_ Judy Young, Zhong Zheng, Timothy R, Schwartz

Capacidad{es) Reclamada(s) por el Firmante(s) Capacidad(es) Reclamada(s) por el
Firmante(s)

Nombre del Firmante: Zhong Zheng Nombre del Firmante:

individuo O Individuo

O Funcionario Corporativo — Titulo(s): 0 Funcionano Corporativo - Titulo(s):
O Socio- O Limitado O General O Socio- [ Limitado O General

0O Abogado de Hecho HUELLA DACTILAR 00 Abogado de Hecho

O Fiado DERECHA DEL O Fiado HUELLA DACTILAR
O Tutor Legal o Conservador FIRMANTE O Tutor Legal 0 Conservador P DEL
O Otro: O Ofro:

El Firmante Representa a: El Firmante Representa a;




ESTADO DE CALIFORNIA

[Selio]

SECRETARIO DE ESTADO

APOSTILLA
(Convencién de la Haya del 5 de Octubre 1961)

1, Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico

2. ha sido firmado por Christine Marie Ricks

3. actuando en capacidad de Notario Publico, Estado de California

4. lleva el selloftimbre de Christine Marie Ricks, Notario Publico
Estado de California

CERTIFICADO
5. En Sacramento, California
6. el 7mo dia de Marzo de 2007
7. por el Secretario de Estado Enbargado, Estado de California
8. No. 363163

9. Selio/Timbre

Hay un sello que dice: 10.  Firma

EL GRAN SELLO DE
EL ESTADO DE CALIFORNIA
(firma}
Secretario de Estado



ACUERDO PARA TODO TIPO DE PROPOSITOS DE CALIFORNIA

Estado de California )

) ss.
Condado de San Mateo )

El Marzo 5, 2007 . ante mi Christine Ricks, Notario Publico

Fecha Nombre y Titulo del Funcionarno (ei. “Jane Doe, Notario Pablico”)

se presentd____Timothy R. Schwartz, Ph.D.

Nombre(s) del Firmante(s)

O personalmente conocido por mi

Hay un sello que dice:

X probado ante mi en base a evidencia satisfactona
que es la(s) persona(s) cuyo nombre(s) esta(n)
suscrito(s) al instrumento presente y reconocio
ante mi que ellella/ellos ejecutaron la misma
en sufsus capacidad(es) autorizada(s), y que por
su/sus firma(s) en el instrumento las personas o

la entidad en nombre de la cual la persona actuo
ejecutd el instrumento,

KIYOKO SHIMIZU

Comisién # 1527444

Notario Publico ~ Califormia
Condado de San Diego

Mi Comusion Vence Nov. 18, 2008

Colocar sello notarial arriba

EN TESTIMONIO, mi firma y sello oficial.

(firma)
Firma del Notario Publico

OPCIONAL

Aunque la informacicn de abajo no es requerida por la ley, puede ser valiosa para personas que cuentan
con el documento y podria evitar la remocién fraudulenta de esfe formato y su sujecion a ofro documento

Descripcion del Documento Anexo
Titulo o Tipo de Documento: _Cesién — Colombia

Fecha del Documento: Marzo 5, 2007

Firmante(s) Ademas de los Nombrados Arriba; Judy Young, Zhong Zheng, Timothy R. Schwartz

Capacidad(es) Reclamada(s) por el Firmante(s)
Firmante(s)

Nombre del Firmante: Timothy R. Schwartz, Director | Nombre del Firmante:

Individuo Consejero General Asociado
0O Funcionaric Corporativo — Titulo(s):

Capacidad(es) Reclamada(s) por el

O Individuo
O Funcionario Corporativo ~ Titulo(s):

O Socio - O Limitado O General

0O Socio- 0O Limitado O General

0O Abogado de Hecho HUELLA DACTILAR O Abogado de Hecho
O Fiado DERECHA DEL O Fiado HUELLA DACTILAR
O Tutor Legal o Conservador FIRMANTE £J Tutor Legal o Conservador Eﬁmﬂ};oﬂ

O Otro:

El Firmante Representa a:
Genentech, Inc.

O Otro:

El Firmante Representa a;




TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Cesion a GENENTECH, INC.

firmado por el cedente y el cesionario.

APOSTILLA
{Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)
1.Pais: Estados Unidos de América
Este documento piblico
2.ha sido firmado por E. Bornett

3.actuando en capacidad de Funcionario que Certifica

4.lleva el sello/timbre de la Oficina de marcas y patentes

Certificado
5.en Washington D.C.
6.el trece de Marzo de 2007

7.por el Funcionario de autenticacién, Departamento de Estado de Estados
Unidos

8.No. 07016037-1
9. Selloftimbre 10. Fima

(Firma)
Patrick O. Hatchett

[sello]




LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A TODO AQUEL QUE PUEDA LLEGARLE LA PRESENTE:

DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE ESTADOS UNIDOS
Oficina de Marcas y Patentes de Estados Unidos

Febrero 07 de 2007

ESTE ES PARA CERTIFICAR QUE EL ANEXO ES UNA COPIA VERDADERA
DE LOS ARCHIVOS DE ESTA OFICINA DE UN DOCUMENTO ARCHIVADO EL
19 DE NOVIEMBRE DE 2004.

Por autoridad del
Subsecretario de Comercio para la Propiedad Intelectual
y Director de la Oficina de Marcas y Patente de Estados Unidos

E. BORNETT

Funcionario que Certifica
Hay un sello que dice:

Oficina de Marcas y Patentes de Estados Unidos
Departamento de Comercio




HOJA DE PORTADA DEL FORMULARIO DE Depariamento de Comercio

Oficina de Marcas v Patentes
Expedients de abogado No. PR2133

REGISTRO
SOLAMENTE PATENTES
Comusionado Aststente para patentes: Por favor archive los documentos originales anexos o coptas de los mismos
1. Nombre de fa(s) parte(s} cedente(s): 2. Nombre y direccion de las) parte(s)
Mark S. Dennis receptora(s)
{86 anoxa(n) mombre(s) adicionaies) de parlls) cedenie(s)?_SI X No Nombre: GENENTECH, INC.
3. Naturaleza del traspaso: Direccion interma:
X Cesién Fusién Direccitn: 1 DNA Way
Acuerdo de Seguridad Ciudad: South San_Franasco  Estado:
Cambio de Nombre California
Otro; ZIP: 94080-4990
Fecha de Ejecucion: Noviembre 8, 2004 ¢Se anexan Nombre(s) y direccion(es) adicional(es)? _Si X No

4. Numero(s) de solicitud o nimero(s) de patente:
Si este documento se presanta funio con una nueva soficitud, ia techa de ejecucion de la solicitud es:
A.  Solicitud de patente No{s}. B.  Patente No(s).
60/598,991

+S¢ anexa numeros adicionales? __ SI_ X No

5. Nombre y direccion de la parte a quien se le debe | 6. Numero total de soiicitudes y patentes
enviar la correspondencia: involucradas: 1

7. Tarifa total (37 C.F.R 3.41): $40.00

Paut Naik, Ph.D.
GENENTECH. INC. __Adjunta
1DNA Way X Autonizado para cargaria a cuenia de deposito

South San Francisco, CA 94080

8. Nimero de cuenta de Depésito:
07-0630

NO USE ESTE ESPACIO

9. Declaracion y firma.

hasta donde se v creo, la intormacitn anterior es verdadera v correcta y cualquier copla anexa es una copia verdadera
del documento original.

Paul Naike Ph.D. (Firma) Noviembre 10, 2004
Nombre de la persona que firma Firma Fecha

Registro No. 40378

Numero total de paginas que comprenden portada, anexos y documento: 3

PATENTE
700132962 ROLLO: 015395 CUADRO 0288




CESION

CONSIDERANDO QUE, Mark S. Dennis, un ciudadano de los Estados Unidos de América, residente en 120
Plymouth, San Carlos, CA 94070 (en adelante referidos como “CEDENTE", ha inventado una invencion
nueva y il

ANTAGONISTAS HUMANIZADOS ANTI-CMET

para la cual se presenté la solicitud provisional No. 60/598,991 (Expediente No. PR2138) por ellos e} 5 de
Agosto de 2004; y

CONSIDERANDO QUE, GENENTECH, INC., una corporacion organizada y existente bajo y por
vitud de las leyes del Estado de Delaware, que tiene oficinas en 1 DNA Way, South San Francisco,
California 94080-4990. estd deseosa de adquirir un interés en y para dicha invencidn, y en y para las
patentes que se obtendran de la misma;

AHORA, POR LO TANTO, téngase por sabido por todo aquel que le conciema:

Que por una consideracion buena y valiosa el recibo de fa cual se reconoce por la presente, dicho
CEDENTE ha y por la presente vende, cede, transfiere y traspasa a dicha GENENTECH, INC. sus sucesores
y cesionarios, el derecho, titulo e interés completo y exclusivo incluyendo todos los derechos bajo la
Convencion de Paris para la Proteccion de la Propiedad Industrial, en y para dicha invencion, y en y para
cualquiera y todas las patentes que se concedan y emitan para la misma o cualquier continuacién, division,
renovacion, o sustitucion de la misma, y en cuanto a patentes cualquier reemision o reexaminacion de las
mismas, no solo para, por y en los Estados Unidos de América, sus territorios y posesiones, sin para, por y
en todos los otros paises; y se ha y por la presente se autoriza y solicita que las agencias gubernamentales
respectivas emitan dichas patentes a GENENTECH, INC. de acuerdo con esta cesion.

Dicho CEDENTE garantiza y acuerda cooperar con GENENTECH, INC., para posibilitar a dicha
GENETECH. INC., a disfrutar hasta su méxima extension €l derecho, titulo e interés aqui cedido en Estados
Unidos y los paises extranjeros. Tal cooperacion por dichos CEDENTE incluye la pronta produccion de
hechos y documentos pertinentes, dando testimonio, ejecutando peticiones, juramentos, especificaciones,
declaraciones u otros documentos, y ofra ayuda todas hasta el punto considerado necesario o dessable por
dichas GENETECH, INC. (a) para perfeccionar el derecho, titulo e interés aqui cedido; (b) para procesar
cualquiera de dichas solicitudes; (c) para presentar y procesar solicitudes de reemision de cualquiera de
dichas patentes; (d} para procesos de interferencia u otros procesos de prioridad que involucran dicha
invencion; y (e} para procedimientos legales que involucran dicha invencion y cualquier solicitud de la misma
y cualquier patente concedida sobre la misma, incluyendo sin limitacion procedimientos de oposicion,
procedimientos de cancelacion, disputas de prioridad, procesos de uso plblico, acciones de violacion y
acciones de fa corte: con la condicion que los gastos incurridos por dicho CEDENTE al proporcionar dicha
cooperacion deban ser pagados por GENETECH, INC.

Los términos y garantias de esta cesion deben lastimar a beneficio de dicha GENETECH, INC. sus
sucesores, cesionarios y otros representantes legales, y debera ser obligante sobre dichos CEDENTE, sus
respectivos herederos, representantes legales y cesionarios.

Dicho CEDENTE por la presente garantizan y manifiestan que no ha entrado y no entrara en
ninguna cesion, contrato o entendimiento en conflicto con la presente.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL suscribimos como sigue:

South San Francisco {Firma)
Mark S. Dannis

Fechado: 11/09/ 04

PATENTE
CERTIFICADO: 11/19/2004 ROLLO: 015395 CUADRO 09289
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