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HUMANIZED ANTI-CMET ANTAGONISTS

RELATED APPLICATIONS

This application is a non-provisionsal application filed under 37 CFR 1.53(b)(1), claiming
priority under 35 USC 119(e) to provisional application nmmber 60/598,991 filed August 5, 2004, the
contents of which are incorporated herein in their entirety by reference.

IECHNICAL FIELD

The present invention relates generally to the fields of molecular biology and growth factor
regulation. More specifically, the invention concerns modulators of the HGF/c-met signaling
pathway, and uses of said modulators.

BACKGROUND :

HGF is a mesenchyme-derived pleiotrophic factor with mitogenic, motogenic and
morphogenic activities on a number of different cell types. HGF effects are mediated through a
specific tyrosine kinase, c-met, and aberrant HGF and c-met expreasion are frequently observed in a
variety of tamors. See, e.g., Maulik et al., Cytokine & Growth Factor Reviews (2002), 13:41-59;
Danilkovitch-Miagkova & Zbar, J. Clin. Invest. (2002), 109(7):863-867. Regulation of the HGF/c-
Met signaling pathway is implicated in tamor progression and metastrsis. See, e.g., Trusolino &
Comoglio, Natore Rev. (2002), 2:289-300).

HGEF binds the extracellular domain of the Met receptor tyrosine kinase (RTK) and regulates
diverse biological processes such as cell scattering, proliferation, and survival. HGF-Met signaling is
essential for normal embryonic development especially in migration of muscle progenitor cells and
developmeat of the liver and nervous system (Bladt et al,, 1995; Hamanoue et al., 1996; Maina et al,,
1996; Schmidt et al., 1995; Uehara et al., 1995). Developmental phenotypes of Met and HGF
knockout mice are very similar suggesting that HGF is the cognate ligand for the Met receptor
(Schmidt et al., 1995; Uehara et al., 1995). HGF-Met also plays & role in liver regeneration,
angiogenesis, and wound healing (Bussolino et al., 1992; Matsumoto and Nakanmra, 1993; Nusrat et
al., 1994). The precursor Met receptor undergoes proteolytic cleavage into an extracellnlare subunit
and membrane spanning [ subunit linked by disulfide bonds (Tempest et al., 1988). The p subanit
contains the cytoplasmic kinase domain and harbors a mmiti-substrate docking site at the C-termimua
where adapter proteins bind and initiste signaling (Bardelli et al., 1997; Ngayen et al., 1997; Pelicci et
al., 1995; Ponzetto et al., 1994; Weidner et al., 1996). Upon HGF binding, activation of Met leads to
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tyrosine phosphorylation and downstream signaling throngh Gab1 and Grb2/Sos mediated PI3-kinase
and Ras/MAPK activation respectively, which drives cell motility and proliferation (Furge et al.,
2000; Hartmann et al., 1994; Ponzetto et al., 1996; Royal and Park, 1995).

Met was shown to be transforming in a carcinogen-treated osteosarcoma cell line (Cooper et
al., 1984; Park et al.,, 1986). Met overexpression or gepe-amplification has been observed in a variety
of hmman cancers. For example, Met protein is overexpressed at least 5-fold in colarectal cancers and
reported to be gene-amplified in liver metastasis (Di Renzo et al., 1995; Liu et al., 1992). Met protein
is also reported to be overexpreased in oral squamous cell carcinoma, hepatocellular carcinoms, renal
cell carcinoma, breast carcinoma, and lung carcinoma (Jin et al, 1997; Morello et al., 2001; Natali et
al., 1996; Olivero et al., 1996; Suzuki et al., 1994). In addition, overexpression of mRNA has been
observed in hepatocellular carcinoma, gastric carcinoma, and colarectal carcinoma (Boix et al., 1994;
Kuniyasu et al., 1993; Liu et al,, 1992),

A number of mutations in the kinase domain of Met have been found in renal papillary
carcinoma which leads to constitutive receptor activation (Olivero et al., 1999; Schmidt et al., 1997;
Schmidt et ak., 1999). These activating mutations confer constitutive Met tyrosine phosphorylation
and result in MAPK ectivation, focus formation, and tamorigenesis (Jeffers et al., 1997). In addition,
these mutations enhance cell motility and invasion (Giordanc et al., 2000; Lorenzato et al., 2002).

'HGP-dependent Met activation in transformed cells mediates increased motility, scattering, and

migration which eventually leads to invasive tumor growth and metastasis (Jeffers et al., 1996;
Meiners et al,, 1998).

Met has been shown to interact with other proteins that drive receptor activation,
transformation, and invesion. In neoplastic cells, Met is reported to interact with 64 integrin, a
receptor for extracellular matrix (ECM) components such as laminins, to promote HGF-dependent
invasive growth (Trusolino et al., 2001). In addition, the extracellnlar domain of Met has been shown
to interact with a member of the semaphorin family, plexin B1, and to enhance invasive growth
(Giordano et al., 2002). Furthermore, CD44v6, which has been implicated in tamorigenesis and
metagtasis, iy also reported to form a complex with Met and HGF and result in Met receptor activation
(Orian-Roussean et al., 2002).

Met is a member of the subfamily of RTKe which include Ron and Sea (Manlik et al., 2002).
Prediction of the extracellular domain structure of Met mggests shared homology with the
semaphorins and plexins. The N-tetminus of Met contains a Serna domain of approximately 500
amino acids that is conserved in all semaphorins and plexins. The semaphorins and plexing belong to
a large family of secreted and membrane-bound proteins first described for their role in neural
development (Van Vactor and Lorenz, 1999). However, more recently semaphorin overexpression has
been correlated with tumor invasion and metastasis. A cysteine-rich PSI domain (also referred to as a
Met Related Sequence domain) found jn plexins, semephorins, and integrins lies adjacent to the Sema
domain followesd by four IPT repeats that are immmnaglobulio-like regions found in plexins and

2



15

30

WO 2006/015371 PCTIUWGIG

transcription factors. A recent study suggests that the Met Sema domain is sufficient for HGF and
heparin binding (Gherardi et al., 2003). Furthermore, Kong-Beltran et al. (Cancer Cell (2004), 6:61-
73) have reported that the Serma domain of Met is necessary for receptor dimerization and activation.

Numerous molecules targeted at the HGF/c-met pathway have been reported. These
molecules include antibodies such as those described in U. S, Pat. No. 5,686,292. A portion of the
extracellnlar domain of c-met has also been shown to be capable of antagonistic effects against the
HGF/c-met pathway. In view of the important role that this pathway plays in the etiology of various
pathological conditions, however, it is clear that there continues to be & need for agents that have
clinical attributes that are optimal for development as therapeutic agents. The invention described

All references cited berein, including patent applications and publications, are incorporated by
reference in their entirety.

DISCIL.OSURE OF THE INVENTION

The invention is in part based on the identification of a veriety of entagonists of the HGF/c- -
met biological pathway, which is a biological/cellular process that presents as an important and
advantageous therapeutic target. The invention provides compositions and methods based on
interfering with HGF/c-met activation, including but not limited to inferfering with HGF binding to
the extracellular portion of c-met and receptor muitimerization. Antagonists of the invention, as
described herein, provide important therapeutic and diagnostic agents for use in targeting pathological
conditions associsted with abnormal or unwanted signaling of the HGF/c-met pathway. Accordingly,
the invention provides methods, compositions, kits and articles of manufacturs related to modulating
the HGF/c-met pathway, inclnding modunlation of c-met ligand binding, c-met dimerization,
activation, and other biological/physiological activities associated with HGF/c-met signaling.

In one aspect, the invention provides anti-HGF/c-met therapeutic agents suiteble for
therapeutic use and capable of effecting varying degrees of disruption of the HGF/c-met eignaling
pathway. For example, in one embodiment, the invention provides a hamanized anti-c-met antibody
wherein the monovalent affinity of the antibody to hurner c-met (e.g., affinity of the antibody as a Fab
fragmeat to human c-met) is substantially the sams as the monovalent affinity of a murine antibody
{e.g., affinity of the murine antibody as a Fab fragient to human c-met) comprising, consisting or
consisting essentially of a light chain and heavy chain variable domain sequence as depicted in Fig. 7
(SBQID NO:9 and 10). In another embodiment, the invention provides a humanized anti-c-met
entibody wherein the monovalent affinity of the antibody to hurnan c-met (e.g., affinity of the
antibody as a Fab fragment to human c-met) is lower, for example at least 3, 5, 7 or 10-fold lower,
than the monovalent affinity of a murine antibody (e.g., affinity of the mmrine antibody as a Fab
fragment to human c-met) comprising, consisting or congisting essentially of a light chain and heavy
chain variable domain sequence as depicted in Fig. 7 (SEQ ID NO: 9 and 10). In another

3
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embodiment, the invention provides an anti-c-met humanized antibody wherein the monovalent
affinity of the antibody to human c-met (e.g., affinity of the antibody as a Fab fragment to human c-
met) ia greater, for example at least 3, 5, 7, 10 or 13-fold greater, than the monovalent affinity of a
murine antibody (e.g., affinity of the murine antibody as a Fab fragment to human c-met) comprising,
consisting or consisting essentially of a light chain and heavy chain variable domain sequence ag
depicted in Fig. 7 (SEQ ID NO: 9 and 10). In one embodiment, the monovalent affmity of the
nmarine antibody to hnman c-me¢ is substantially the game as the binding affinity of a Fab fragment
comprising variable domain sequences of an antibody produced by hybridoma cell line deposited
under American Type Culture Collection Accession Number ATCC HB-11894 (hybridoma 1A3.3.13)
or HB-11895 (hybridoma 5D5.11.6). As is well-established in the art, binding affinity of a ligand to
its receptor can be determined nging any of a variety of assays, and expreased in terms of a variety of
quantitative values. Accordingly, in one embodiment, the binding affinity is expressed as Kd values
and refiects intrinsic binding affinity (e.g., with minimized avidity effects). Generally and preferably,
binding affinity is measured in vifro, whether in a cell-free or cell-associated setting. As described in
greater detail herein, fold difference in binding affinity can be quantjfied in terms of the ratio of the
monovalent binding affinity value of a humenized antibody (e.g., in Fab form) and the monovalent
binding affinity value of a reference/comparator entibody (e.g., in Fab form) (¢.g., a marine antibody
having donor hypervariable region sequences), wherein the binding effinity values are determined
under gimilar assay conditions. Thus, in one embodiment, the fold difference in binding affinity is
determined as the ratio of the Kd values of the lmmanized antibody in Fab form and said
reference/comparator Fab antibody. For example, in one embodiment, if an antibody of the invention
(A) has an affinity that is “3-fold lower™ than the affinity of a reference antibody (M), then if the Kd
value for A is 3x, the Kd value of M would be 1x, and the ratio of Kd of A to Kd of M would be 3:1.
Conversely, in one embodiment, if an antibody of the invention (C) has an affinity that is “3-fold
greater” than the affinity of & reference antibody (R), then if the Kd value for C is 1k, the Kd value of
R wonld be 3x, and the ratio of Kd of C to Kd of R would be 1:3. Any of a namber of assays known
in the art, including those described herein, can be used to obtain binding affinity measurements,
inchoding, for example, Biacore, radioimmunosssay (RIA) and RLISA.

In one aspect, a HGF/c-met antagonist of the invention comprises an anti-c-met antibody
comprising:

(a) at lcast one, two, three, four or five hypervariable region (HVR) scquences selected from
the group consisting of:

@) HVR-L1 comprising sequence A1-A17, wherein A1-A17 is
KSSQSLLYTSSQKNYLA (SEQ ID NO:1)

@) HVR-L2 comprising sequence B1-B7, wherein B1-B7 is WASTRES (SEQ ID NO:2)

(iii) HVR-L3 comprising sequence C1-C9, wherein C1-C9 is QQYYAYPWT (SEQ ID
NO:3)
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(iv) HVR-H] comprising sequence D1-D10, wherein D1-D10 is GYTFTS (SEQ
1ID NO:4)

(v) HVR-H2 comprising sequence E1-E18, wherein E1-E18 is
GMIDPSNSDTRFNPNFKD (SEQ ID NO:5) and

(vi) HVR-H3 compriging sequence F1-F11, wherein F1-F11 is XYGSYVSPLDY (SEQ
ID NO:6) and X is not R;
and  (b) at least one variant HVR, wherein the variant HVR sequence comprises modification of at
least one residue of the sequence depicted in SEQ ID NOs:1, 2, 3, 4, 5 or 6. In one embodiment,
HVR-L1 of an antibody of the invention comprises the sequence of SEQ ID NO:1. In one
embodiment, HVR-L2 of an antibody of the invention comprises the sequence of SEQ ID NO:2, In
one embodiment, HVR-L3 of an antibody of the invention comprises the sequence of SEQ ID NO:3.
In one embodiment, HVR-HI of an antibody of the invention comprises the sequence of SEQ ID
NO:4. In one embodiment, HVR-H2 of an antibody of the invention comprises the sequence of SEQ
ID NO:5. In one embodiment, HVR-H3 of an antibody of the invention comprises the sequence of
SEQ ID NO:6. In one embodiment, HVR-H3 compdses TYGSYVSPLDY (SEQ ID NO: 7). In one
embodiment, HYR-H3 comprises SYGSYVSFLDY (SEQ ID NO: 8). In one embodiment, an
antibody of the invention comprising these sequences (in combination as described herein) is
humanized or hurnan.

In one aspect, the invention provides an antibody comprising one, two, three, four, five or six
HVRs, wherein each HVR comprises, congists or consists essentially of a sequence selected from the
group consisting of SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, and B, and wherein SEQ ID NO:1 corresponds to
an HVR-L1, SEQ ID NO:2 corresponds to an HVR-L2, SEQ ID NO:3 corresponds to an HVR-L3,
SEQ ID NO:4 corresponds to an HVR-H1, SEQ ID NO:5 corresponds to an HVR-H2, and SEQ ID
NOs:6, 7 or 8 corresponds to an HYR-H3. In one embodiment, an antibody of the invention
comprises HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-HI, HVR-H2, and HVR-H3, wherein each, in order,
comprises SEQ ID NO:1, 2, 3,4, 5 and 7. In one embodiment, an antibody of the invention comprises
HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H]1, HVR-H2, and HVR-H3, wherein each, in order, comprises
SEQIDNO:1,2,3,4,5and 8.

Variant HVRz in an antibody of the invention can have modifications of one or more residues
within the HVR. In one embodiment, a HVR-L2 variant comprises 1-5 (1, 2, 3, 4 ar 5) substitutions
in any combination of the following positions: B1 (M orL), B2 (P, T, Gor §), B3(N, G, R or T), B4
(LNorF),BS(P,LLorG),B6( A,D, Tor V)and B7 (R, L M or G). In one embodiment, a
HVR-H1 variant comprises 1-5 (1, 2, 3, 4 or 5) substitntions in any combination of the following
positions: D3 (N, P,L, S, A,I),DS(I,Sor Y),D6(G,D, T, K,R), D7 (F, H, R, S, T or V) and D9
(M or V). In one embodiment, a HVR-H2 variant comprises 1-4 (1, 2, 3 or 4) substitutiona in any
combination of the following positions: E7 (Y), E9 (I), E10 (), E14 (T or Q), EL5 (D, K, S, T or V),
E16 (L), E17 (E, H, N or D) and E18 (Y, E or H). In one embodiment, a HVR-H3 variant comprises
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1-5 (1, 2, 3, 4 or 5) substitutions in any combination of the following positions: F1 (T, S), (R,S,
H,T,AK).F4 (G, F6R,FM,T.E K,A, L W), FI(L,LT,R, K, V), F8 (S, A), F10(Y, N) and
F11 (Q. S, H, F). Letter(s) in parenthesis following each position indicates an illustrative substitution
(i.e., replacement) amino acid; as would be evident to one skilled in the art, suitability of other amino
acids as substitution amino acida in the context described herein can be routinely assessed using
techniques known in the art and/or described herein. In one embodiment, a HVR-L.1 comprises the
sequence of SEQ ID NO:1. In one embodiment, F1 in a variant HVR-H3 is T. In one embodiment,
Fl in a variant HVR-H3 is S. In one embodiment, F3 in a variant HVR-H3 is R. In one embodiment,
F3 in a variant HVR-H3 is S. In one embodiment, F7 in a variant HVR-H3 is T. In one embodiment,
an antibody of the invention comprises a variant HVR-H3 wherein Flis T or S, F3 is R or S, and F7
isT.

In one embodiment, an antibody of the invention comprises a variant HVR-H3 wherein F1 is
T,F3is R and F7 is T. In one embodiment, an antibody of the invention comprises a variant HVR-H3
wherein F1 is S. In one embodiment, an antibody of the invention comprises a variant HVR-H3
wherein F1 is T, and F3 is R. In ane embodiment, an.antibody of the invention comprises a variant .
HVR-H3 wherein F1is S, F3 is R and F7 is T. In one embodiment, an antibody of the invention
comprises a variant HVR-H3 wherein F1is T, F3i8 S, F7is T, and F8is S. In one embodiment, an
entibody of the inveation comprises a variant HVR-H3 wherein Pl is T, F3is S, F7is T, and F8 is A.
In some embodiments, said variant HVR-H3 antibody further comprises HVR-L1, HVR-L2, HVR-
L3, HVR-H1 and HVR-H2 wherein each comprises, in ordex, the sequence depicted in SEQ ID
NOs:1, 2, 3,4 and 5. In some embodiments, these antibodies further comprise 2 human subgroup II
heavy chain framework consensus sequence. In one embodiment of these antibodies, the framework
consensns sequence comprises substitution at position 71, 73 and/or 78. In some embodiments of
these antibodies, position 71 is A, 73 is T and/or 78 is A. In one embodiment of these antibodies,
these antibodies further comprise a human «I light chain framework consensus sequence.

In one embodiment, an antibody of the invention comprises a variant HVR-L2 wherein B6 ia
V. In some embodiments, said variant HVR-L2 antibody further comprises HVR-L1, HVR-L3,
HVR-HI, HVR-H2 and HVR-H3, wherein each comprises, in order, the sequence depicted in SEQ ID
NOs:1, 3,4, 5 and 6. In some embodiments, said variant HVR-1.2 antibody further comprises HVR-
L1, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2 and HVR-H3, wherein each comprises, in order, the sequence
depicted in SBQ ID NOs:1, 3, 4, 5 and 7. In some embodiments, said variant HVR-L2 antibody
further comprises HVR-L1, HVR-L3, HVR-HI, HVR-H2 and HVR-H3, wherein each comprises, in
order, the sequence depicted in SEQ ID NOs:1, 3, 4, 5 and 8. In some embodiments, these antibodies
further comprise & human subgroup III heavy chain framework consensus sequence. In one
embodiment of these antibodies, the framework consensus sequence comprises substitution at position
71, 73 and/or 78. In some embodiments of these antibodies, position 71 is A, 73 is T and/or 78 is A.
In one embodiment of these antibodies, thess antibodies further comprise a human 1 Light chain
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framework consensus sequence.

In one embodiment, an antibody of the invention comprises a variant HVR-H2 wherein E14 is
T, E15 is Kand E17 is B. In one embodiment, an antibody of the invention comprises a variant HIVR-
H2 wherein B17 is B. In some embodiments, said variant HVR-H3 antibody further comprises HVR-
L1, HVR-12, HVR-L3, HVR-H1, and HVR-H3 wherein each comprises, in order, the sequence
depicted in SEQ ID NOs:1, 2, 3, 4 and 6. In some embodiments, said variant HVR-H2 antibody
further comprises HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, and HVR-H3, wherein each comprises, in
order, the sequence depicted in SEQ ID NOa:1, 2, 3, 4, and 7. In some embodiments, said variant
HVR-H2 antibody forther comprises HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H], and HVR-H3, wherein
each comprises, in order, the sequence depicted in SEQ ID NOs:1, 2, 3, 4, and 8. In some
embodiments, these antibodies further comprise a hurnan subgroup I heavy chain framework
consensus sequence. In one embodiment of these antibodies, the framework consensus sequence
comprises substitution at position 71, 73 and/or 78. In some embodiments of these antibodies,
position 71 is A, 73 is T and/or 78 s A. In one embodiment of these antibodies, these antibodies
further comprise a human «xI light chain framework consensus sequence.

In one aspect, the invention provides an antibody comprising one, two, three, four, five or all
of the HVR sequences depicted in Fig. 2, 3 and/or 4 (SEQ ID NOs:56-163).

A therapeutic agent for use in a host subject preferably elicits little to no immonogeaic
response against the agent in said subject. In one embodiment, the invention provides such an agent.
For example, in one embodiment, the invention provides a humanized antibody that elicits and/or is
expected to elicit a human anti-mouse antibody response (HAMA) at a substantially reduced level
compared to an antibody compriging the sequnence of SEQ ID NO: 9 & 10 in a host subject. In
another example, the invention provides a humanized antibody that elicits and/or is expected to elicit
minimal or no human anti-mouse antibody respemse (HAMA). In one example, an antibody of the
invention elicity anti-mouse antibody response that is at or less than a clinically-acceptable level.

A humenized antibody of the invention may comprise one or more human and/ar human
consensug non-hypervariable region (e.g., framework) sequences in its heavy and/or light chain
variable domain. In some embodiments, one or more additional modifications are present within the
humean and/or human consensus non-hypervariable region sequences. In one embodiment, the heavy
chain variable domain of an antibody of the invention comprises a human consensus framework
sequence, which in one embodiment is the subgroup III consensus famework sequence. In one
embodiment, an antibody of the invention comprises a variant subgroup ITI consensus framework
sequence modified at at least one amino acid position. For example, in one embodiment, a variant
subgroup Il consensus framework sequence may comprise a substitution at one or more of positions
71, 73 and/or 78. In one embodiment, said substitution is R71A, N73T and/or N78A, in any
combination thereof.

As is known in the art, and as described in greater detail hereinbelow, the amino acid
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position/boundary delineating a hypervariable region of an antibody can vary, depending\on the
context and the various definitions known in the art (as described below). Some positions within a
variable domain may be viewed as hybrid hypervariable positions in that these positions can be
deemed to be within a hypervariable region under one set of criteria while being deemed to be outside
& hypervariable region under a different set of criteria. One or more of these positions can aiso be
found in extended hypervarisble regions (as further defined below). The invention provides
antibodies comprising modifications in these hybrid hypervariable positions. In one embodiment,
these hybrid hypervariable positions include one or more of positions 26-30, 33-35B, 4749, 57-65,
93, 94 and 102 in & heavy chain variable domsin. In one embodiment, these hybrid hypervariable
positions include one or more of positions 24-29, 35-36, 4649, 56 and 97 in a light chain variable
domain. In one embodiment, an antibody of the invention comprises a variant human subgroup
consepsus framework sequence modified at one or more hybrid hypervariable positions. In one
embodiment, an antibody of the invention comprises a heavy chain variable domain comprising a
variant humsan subgroup III consensus framework sequence modified at one or more of positions 27-
28, 30, 33-35, 49, 57-65, 94 and 102. In one embodiment, the antibody comprises a F27Y
substitution. In one embodiment, the antibody comprises a T28N, P, L, S, A or I substifution. In ono
embodiment, the antibody comprises a S301, T or Y substitution. In one embodiment, the antibady
comprises a A33W substitution. In one embodiment, the antibody comprises 8 M34L or M34V
substitution. In one embodiment, the antibody comprises a S35H substitution. In one smbodiment,
the antibody comprises a T571 substitution. In one embodiment, the antibody comprises a Y58R
substitution. In one embodiment, the antibody comprises a YS9F substitution. In one embodiment,
the antibody comprises a AGON substitution. In one embodiment, the entibody comprises a D61P, T
of Q substitntion. In ons embodiment, the antibody comprises a S62N, D, K, T or V substitntion, In
one embodiment, the antibody comprises a VG3F or V63L substitution. In one emsbodiment, the
antibody compriges a K64E, H, N, D or Q substitution. In one embodiment, the antibody comprises a
G65D, Y, E or H substitution. In one embodiment, the antibody comprises a R94T or R94S
substitation. In one ersbodiment, the antibody comprises & Y102Q, S, H or F substitution. In cne
embodiment, an antibody of the invention compriging said R94T or R94S modification further
comprises one or more modifications at position 96 and/or 100. In one embodiment, said
modifications comprise a G96R and/or S100T substitution (Le., in HVR-H3). In one embodiment, an
antibody of the invention compriscs a light chain variable domain comprising & variant human kappa
subgroup I consensus framework sequence modified at ons or more of positions 24, 25, 29 and 56. In
one embodiment, the antibody comprises 2 R24K substitution. In one embodiment, the antibody
comprises a A25S substitution. In one embodiment, the antibody comprises a I29Q substimtion. In
one embodiment, the antibody comprises a S56R, I, M or G substitution.

Tn one embodiment, an antibody of the invention comprises a heavy chain variable domain
comprising a variant humen snbgroup II consensus framework sequence modified at 1, 2, 3,4, 5, 6,
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7.8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 or &l of positions 27-28, 30, 33-35, 49, 57-65, 94 and 102. In
one embodiment, modification is sclected from the group consisting of F27Y, T28(N, P, L, S, A or I},
S30(1, T or Y), A33W, M34(L,V), S35H, TS7L, 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), RO4T.S) and Y102(Q, S, H, F). In one
embodiment, an antibody of the invention comprising said R94T or R94S madification further
comprises one or more modifications at position 96 and/or 100. In one embodiment, said
modifications comprise a G96R and/or $100T substitation (i.e., in HVR-H3).

In one embodiment, an antibody of the invention comprises a light chain variable domain
comprising a variant human kappa subgroup I consensus framework sequence modified at 1,2, 3 or
all of positions 24, 25, 29 and 56. In one embodiment, modification is selected from the group
consisting of R24K, A25S, I29Q and S56(R, 1, M, G).

An antibody of the invention can comprise any suitable human or human consensus light
chain framewaork sequences, provided the antibody exhibits the desired biological characteristics (e.g.,
a degired binding affinity). In one embodiment, an antibody of the invention comprises at least a
portion (or all) of the framework sequence of human x light chain. In one embodiment, an antibody.
of the invention comprises at least a portion (or all) of human x subgroup I framework consensus
sequence.

In one embodiment, an antibody of the invention comprises a heavy and/or light chain
variable domain comprising framework sequence depicted in SEQ ID NO: 13 and/or 16 (FIGURE 1),
provided position 94 in the heavy chein is not R (and is preferably but not necesserily S or T).

In one aspect, an antibody of the invention is 2 humanized anti-c-met antibody that inhibits
binding of human hepatocyte growth factor to its receptor better than a reference antibody comprising
a chimeric anti-c-met antibody comprising & light chaiz and beavy chain varisble sequence as
depicted in Fig. 7 (SEQ ID NO: 9 and 10). For example, in one embodiment, an antibody of the
invention inhibits HGF binding with an IC50 value that is less than about half that of the chimeric
antibody. In one embodiment, the IC50 value of an antibody of the invention is about 0.1, 0.2, 0.3 or
0.4 that of the chimeric antihody. Comparison of abilities to inhibit HGF binding to its receptor can
be performed according to various methods known in the art, including as described in the Examples
below. In one embodiment, IC50 values are determined across an antibody concentretion renge from
abondt 0.01 nM to around 1000 nM.

In one aspect, an antibody of the invention is a humanized anti-c-met antibody that inhibits
tumean hepatocyte growth factor (HGF) receptor activation better than a reference antibody
comprising & chimeric anti-c-met antibody comprising a light chain and beavy chain variable
sequence ag depicted in Fig. 7 (SEQ ID NO: 9 and 10). For example in one embodimeat, an antibody
of the invention inhibits receptor activation with an IC50 value that is less than about half that of the
chimeric antibody. In one embodiment, ths IC50 value of an antibody of the invention is about 0.1,
0.2, 0.3 or 0.4 that of the chimeric antibody. Comparison of abilities to inhihit HGF receptor
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activation can be performed according to varions methods kmown in the art, incinding as described in
the Examples below. In one embodiment, IC50 values are determined across an antibody
concentration range from about 0.1 nM to about 100 nM.

In one aspect, an antibody of the invention is a humanized anti-c-met antibody that inhibits c-
met-dependent cell proliferation better than a reference antibody comprising a chimeric anti-c-met
antibody comprising a light chain and heavy chain variable sequence as depicted in Fig. 7 (SEQ ID
NO: 9 and 10). For example, in one embodiment, an antibody of the invention imhibits cell
proliferation with an ICS0 value that is less than sbout half that of the chimeric antibody. In one
smbodiment, the IC50 value of an antibody of the invention is about 0.1, 0.2, 0.3 or 0.4 that of the
chimeric antibody. Comparison of abilities to inhibit cell proliferation can be pedformed acconding to
various methods known in the art, including as described in the Examples below. In one embodiment,
ICS0 values are determined across an avtibody concentration range from about 0.01 1M to about 100
oM.

In one embodiment, both the humenized antibody and chimeric antibody are monovalent. In
one embodiment, both the lmmanized antibody and chimeric antibody comprise a single Fab region
linked to an Fc region. In one embodiment, the reference chimeric antibody comprises variable
domain sequences depicted in Fig. 7 (SEQ ID NQ: 9 and 10) linked to a human Fc region. In one
embodiment, the human Fc region is that of an IgG (e.g., IgG1, 2, 3 or 4).

In one aspect, the invention provides an antibody comprising a heavy chain variable domain
comprising the HVR1-HC, HVR2-HC and/or HVR3-HC sequence depicted in Figure 13. In one
embodiment, the variable domain comprises FR1-HC, FR2-HC, FR3-HC and/or FR4-HC sequence
depicted in Figure 13. In one embodiment, the antibody comprises CH1 and/or Fe sequence depicted
in Figure 13. In one embodiment, an antibody of the invention comprises a heavy chain variable
domain comprising the HVR1-HC, HVR2-HC and/or HVR3-HC sequence, and the FR1-HC, FR2-
HC, FR3-HC and/or FR4-HC sequence depicted in Figure 13. In one embodiment, an antibody of
the invention comprises a heavy chain variable domain comprising the HVR1-HC, HVR2-HC and/or
HVR3-HC sequence, and the CH1 and/or Fc sequence depicted in Figure 13. In one embodiment, an
antibody of the invention comprises a heavy chain variable domain comprising the HYR1-HC,
HVR2-HC and/or HVR3-HC sequence, and the FR1-HC, FR2-HC, FR3-HC and/or FR4-HC
sequence depicted in Figure 13, and the CH1 and/or Fc sequence depicted in Figure 13, In one
embodiment, the Fc region of the antibody of the invention comgprises a complex between a
polypeptide comprising the Fc sequence in Figure 13 and & polypeptide comprising the Fc sequence in
Figure 14.

In one aspect, the invention provides an antibody comprising a light chain variable domain
comprising HVR1-LC, HVR2-LC and/or HVR3-LC sequence depicted in Figure 13. In one
embodiment, the variable domain comprises FR1-LC, FR2-LC, FR3-LC and/or FR4-LC sequence
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depicted in Figure 13. In one embodiment, the antibody comprises CL1 sequence depicted in Figure
13.

In one embodiment, an antibody of the invention comprises light and heavy chain variable
domains as described in the preceding two paragraphs. In onc cmbodiment, the antibody is
monovalent and comprises an Fc region. In one embodiment, the Fc region comprises at least one
protoberance (knob) and at least ona cavity (hole), wherein presence of the protuberance and cavity
mhancufonmﬁ&nofacompbxbetwemchpolypepﬁdemmpﬁshgﬂnpmbmwmdec
polypeptide comprising the cavity, for example as described in WO 2005/063816. In one
embodiment, the Fc region of an antibody of the invention comprises a first and a second Fc
polypeptide, wherein the first and second polypeptide each comprises one or more mutations with
respect to wild type human Fc. In one embodiment, a cavity mutation is T366S, L368A and/or
Y407V. In one embodiment, a promberance mutation is T3I66W. In one embodiment, the first
polypeptide comprises the Fc sequence depicted in Figure 13 and the second polypeptide comprises
the Fc sequeace depicted in Figure 14,

. Antrgonists of the invention can be used to modalate ooe or more aspects of HGF/c-met-
asgociated effects, inclading but not limited to c-met activation, downstream molecular signaling (e.g.,
mitogen activated protein kinase (MAPK) phosphorylation), cell proliferation, cell migration, cell
survival, cell morphogenesis and angiogenesis. These effects can be modulated by any biologically
relevant mechanism, incleding dismption of ligand (e.g., HGF) binding to c-met, c-met
phosphorylation and/or c-met multimerization. Accordingly, in one embodiment, the invention
provides a c-met antagonist antibody that inhibits binding of HGF to c-met. In one embodiment, a c-
met antagonist antibody of the invention disrupts c-met mmltimerization (e.g., dimerization). In one
embodiment, a c-met antagonist antibody of the invention disrupts dimerization function of c-met
Sema domain. In one example, a c-met antagonist antibody interferes with ability of c-met Sema
domain to effect c-met dimerization. Interference can be direct or indirect. For example, a c-met
antagonist entibody may bind to a sequence within the ¢-met Serma domain, and thereby inhibit
interaction of said bound domain with its binding partner (such as another c-met molecule). In
another example, a c-met antagonist antibody may bind to a sequence that is not within the c-met
Sema domain, but wherein said binding results in disruption of the ability of the c-met Sema domain
to interact with its binding partner (such as another c-met molecule). In one embodiment, an
entagonist antibody of the inveation binds to c-met (e.g., the extracellular domain) such that c-met
dimerization is disrupted. In one embodiment, an antmgonist entibody of the invention binds to c-met
such that ability of c-met Sema domain to effect c-met dimerization it disrupted. For example, in one
embodiment, the invention provides an antagonist antibody which upon binding to a c-met molecule
inhibits dimerization of said molecule. In one embodiment, a c-met antagonist antibody of the
invention specifically binds a sequence in the c-met Sema domain.

In one embodiment, an antegonist antibody of the invention disrupts c-met dimerization
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compriging homodimerization. In one embodiment, an antagonist antibody of the invention disrupts
c-met dimerization comprising heterodimerization (i.e., c-met dimerization with a non-c-met
molecules).

In some instances, it may be advantageous to have a c-met antagonist antibody that does not
interfere with binding of a ligand (such as HGF) to c-met. Accordingly, in one embodiment, the
invention provides an antibody that does not bind an HGF binding site on c-met. In another
embodiment, an antibody of the invention does not substantially inhibit HGF binding to c-met. In one
embodiment, an antibody of the invention does not substantially compets with HGF for binding to c-
met. In one example, an antagonist antibody of the invention can be nsed in conjunction with one or
more other antagonists, wherein the antagonists are targeted at different processes and/or functions
within the HGF/c-met axis. Thus, in one embodiment, a c-met antagonist antibody of the invention
binds to an epitope on c-met distinct from an epitope bound by another c-met antagonist (such as the
Fab fragment of the monoclonal antibody produced by the hybridoma cell line deposited under
American Type Culture Collection Accession Number ATCC HB-118%4 (hybridoma 1A3.3.13)). In
another embodiment, a c-met antagonist antibody of the invention is distinct from (i.e., it is not) a Fab
fragment of the monoclonal antibody produced by the hybridoma cell line depogited under American
Type Cultare Collection Accession Number ATCC HB-11894 (hybridoma 1A3.3.13).

In one embodiment, the invention provides a c-met antagonist antibody that disrupts both c-
met multimerization and ligand binding. For example, an antagonist antibody of the invention that
inhibits c-met mmltimerization (e.g., dimerization) may forther comprise an ability to compete with
HGF for binding to c-met.

In one embodiment of a c-met antagonist antibody of the invention, binding of the antagonist
to c-met inhibits c-met activation by HGE. In another embodiment of a c-met antagonist antibody of
the invention, binding of the antagonist to c-met in a cell inhibits proliferation, survival, scattering,
morphogenesis and/or motility of the cell.

In one embodiment, a c-met antagonist antibody of the invention specifically binds at least a
portion of c-met Sema domain or variant thereof. In one example, an antagonist antibody of the
invention specifically binds at least one of the sequences selected from the group consisting of
LDAQT (SEQ ID NO:15) (e.g., residues 269-273 of c-met), LTEKRKKRS (SEQ ID NO:16) (e.g.,
residues 300-308 of c-met), KPDSAEFM (SEQ ID NO:17) (e.g., residues 350-357 of c-met) and
NVRCLQHF (SEQ ID NO:18) (e.g., residues 381-388 of c-met). In one embodiment, an antagonist
antibody of the invention specifically binds a conformational epitope formed by part or all of at least
one of the sequences selected from the group consisting of LDAQT (e.g., residues 269-273 of c-met),
LTEKRKKRS (e.g., residoes 300-308 of c-met), KPDSAEPM (e.g., residues 350-357 of c-met) and
NVRCLQHF (e.g., residues 381-388 of c-met). In one embodiment, an antagonist antibody of the
invention specifically binds an amino acid sequence having at least 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%,
98% sequence identity or similarity with the sequence LDAQT, LTEKRKKRS, KPDSAEFM and/or
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NVRCLQHF.

In one embodiment, an antibody of the invention specifically binds to HGF receptor of a first
animal species, and does not specifically bind to HGF receptor of a second animal species. In one
embodiment, the first animal species is human and/or primate (e.g., cynomolgus monkey), and the
second animal species is morine (e.g., mouse) and/or canine. In one embodiment, the first animal
gpecies is human. Jn one embodiment, the first animal species is primate, for example cynomolgus
monkey. In one embodiment, the second animal species is murine, for example moose. In one
embodiment, the second animal species is canine.

In one aspect, the invention provides compositions comprising one or more antagonist
antibodiea of the invention and a camier. In one embodiment, the carrier is pharmaceutically
acceptable.

In one aspect, the invention provides nucleic acids encoding a c-met antagonisgt antibody of
the invention. '

In one aspect, the invention provides vectors compriging a nucleic acid of the invention.

In one aspect, the invention provides host cells comprising a nucleic acid or a vector of the
invention. A vector can be of any type, for example a recombinant vector such as an expression
vector. Any of a variety of host cells can be used. Tn one embodiment, a host cell is a prokaryatic
cell, for example, E. coli. In one embodiment, a host cell is a eukaryotic cell, for example a
mammalian cell such as Chinese Hamster Ovary (CHO) cell.

In one aspect, the invemtion provides methods for making an antagonist of the invention. For
example, the invention provides a method of making a c-met entagonist antibody (which, as defined
herein includes full length and fragments thereof), said method comprising expressing in a suitable
host cell a recombinant vector of the invention encoding said antibody (or fragment thereof), and
recovering said antibody.

In one aspect, the invention provides an article of mamufacture comprising a container; and a
composition contained within the container, wherein the composition comprises ane or more c-met
antagonist antibodies of the invention, In one embodiment, the composition comprises a nucleic acid
of the invention. In one embodiment, a composition comprising an antagonist antibody further
comprises a carrier, which in some embodiments is pharmaceuntically acceptable. In one embodiment,
an article of manufacture of the invention further comprises instructions for administering the
composition (e.g., the antagonist antibody) to a subject.

In one aspect, the invention provides a kit comprising a first contriner comprising a
composition comprising one or more c-met antagonist antibodies of the invention; and a second
container comprising a buffer. In one embodiment, the buffer is pharmaceutically acceptable. In one
embodiment, a composition comprising an antagonist antibody farther comprises a carrier, which in
some embodimeants is pharmacentically acceptable. In one embodiment, a kit further comprises
instructions for administering the composition {e.g., the antagonist antibody) to & subject.
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In one espect, the invention provides use of a c-met antagonist antibody of the invention in
the prepamation of a medicament for the therapeutic and/or prophylactic treatment of a disease, such as
2 cancer, a tamor, & cell proliferative disorder, an immune (such as autoimmmne) disorder and/or an
angiogencsis-related disorder.

In one aspect, the invention provides use of a nucleic acid of the invention in the preparation
of a medicament for the therapeutic and/or prophylactic treatment of a disease, such as a cancer, a
tumor, a cell proliferative disorder, an immmmne (such as antoimnmne) disorder and/or an
angiogenesis-related disorder.

In one agpect, the invention provides use of an expression vector of the invention in the
preparation of a medicament for the therapentic and/or prophylactic treatment of & disease, such as a
cancer, & tumor, a cell proliferative disorder, an immune (such as autoimmune) disorder and/or an
angiogenegis-related disorder.

In one aspect, the invention provides use of a host cell of the invention in the preparation of a
medicament for the therapeutic and/or prophylactic treatment of a disease, such as a cancer, a tumor, a
cell proliferative disorder, an immmne (such as antoimmune) disorder and/or an angiogenesis-reiated
disorder. )

In one aspect, the invention provides use of an article of manufacture of the invention in the
preparation of a medicament for the therapeutic and/or prophylactic treatment of a diseass, such as a
cancer, a tumor, & cell proliferative disorder, an immnne (snch as antoimmmne) disorder and/or an
angiogenesis-related disorder.

Tn one aspect, the invention provides use of a kit of the invention in the preparation of a
medicament for the therapeutic and/or prophylactic treatment of a disease, such as a cancer, a tumor, a
cell proliferative disorder, an immune (mhummimnmne)dimdermdforanangiogenesis—mhﬁ
disorder.

" Theinvention provides methods and compositions usefal for modulating disease states
associated with dysregulation of the HGF/c-met signaling axis. The HGF/c-met signaling pathway is
involved in nmltiple biological end physiological functions, including, e.g., cell proliferation and
angiogenesis. Thus, in one aspect, the invention provides a method comprising administering to a
subject an antibody of the invention.

In one aspect, the invention provides a method of inhibiting c-met activated cell proliferation,
said method comprising contacting a cell or tissue with an effective amount of a antibody of the
invention, whereby cell proliferation associated with c-met activation is inhibited.

In one aspect, the invention provides a method of treating a pathological condition associated
with dysregulation of c-met activation in a subject, said method comprising administering to the
subject an effective amount of an antibody of the invention, whereby said condition is treated.

In one aspect, the invention provides a method of inhibiting the growth of a cell that expresses
c-met ot hepatocyte growth factor, or both, said method comprising contacting said cell with an
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antibody of the invention thereby causing an inhibition of growth of said cell. In one embodiment, the
cell is contacted by HGF expressed by a different cell (e.g., through a paracrine effect).

In one agpect, the invention provides a method of therapeutically treating a mammal having a
cancerous tumor comprising a cell that expresses c-met or hepatocyte growth factor, or both, said
method comprising administering to said mammal an cffective amount of an antibody of the
invention, thereby effectively treating said mammal. In one embodiment, the cell is contacted by
HGF expressed by a different cell (e.g., through a paracrine effect).

In one aspect, the invention provides a method for treating or preventing a cell proliferative
disorder associated with increased expression ar activity of c-met or hepatocyte growth, or both, said
method comprising administering to a subject in need of such treatment an effective amount of an
antibody of the invention, thereby effectively treating or preventing said cell proliferative disorder. In
one embodiment, said proliferative disorder is cancer.

In one aspect, the invention provides a method for inhibiting the growth of a cell, wherein
growth of said cell is at least in part dependent upon a growth potentiating effect of c-met or
hepatocyte growth factor, or both, said method comprising contacting seid cell with an effective
amount of an antibody of the invention, thereby inhibiting the growth of said cell. In one
embodiment, the cell is contacted by HGF expressed by a different cell (e.g., through a paracrine
effect).

A method of therapentically treating a tumor in & mammal, wherein the growth of said tnmor
is at least in part dependent upon a growth potentiating effect of ¢-met or hepatocyte growth factor, or
both, said method comprising contacting said cell with an effective amount of an antibody of the
invention, thereby effectively treating said tnmor. In one embodiment, the cell is contacted by HGF
expressed by a different cell (e.g., through a paracrine effect).

Methods of the invention can be used to affect any suitable pathological state, for example,
cells and/or tissnes agsociated with dysregulation of the HGF/c-met signaling pathway. In one
embodiment, a cell that is targeted in a method of the invention ig a cancer cell. For example, a
cancer cell can be one selected from the group conaisting of a breast cancer cell, a colarectal cancer
cell, a lung cancer cell, a papillary carcinoma cell (¢.g., of the thyroid gland), a colon cancer cell, &
pancreatic cancer cell, an overian cancer cell, a cervical cancer cell, a central nervons gystem cancer
cell, an osteogenic sarcoma cell, a reaal carcinoma cell, a hepatocellular carcinorna cell, a bladder
cancer cell, a gastric carcinoma cell, a head and neck squamous carcinoma cell, a melanoma cell and a
leukemia cell. In one embodiment, & cell that is targeted in a method of the invention is a
hyperproliferative and/or hyperplastic cell. In one embodiment, a cell that is targeted in a method of
the invention is a dysplastic cell. In yet another embodiment, a cell that is targeted in a method of the
invention is a metastatic cell.

Methods of the invention can further comprise additional treatment steps. For example, in
one embodiment, a method farther comprises a step wherein a targeted cell and/or tissue (e.g., a
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cancer cell) is exposed to radiation treatment or a chemotherapentic agent.

As described herein, c-met activation is an important biological process the dysregulation of
which leads to numerous pathological conditions. Accordingly, in one embodiment of methods of the
invention, a cell that is targeted (e.g-, & cancer cell) is one in which activation of c-met is enhanced as
compared to & narmal cell of the same tissue origin. In one embodiment, a method of the invention
causes the death of a targeted cell. For example, contact with an antagonist of the invention may
result in a cell's inability to signal throngh the c-met pathway, which results in cell death.

Dyszregnlation of c-met activation (and thus signaling) can result from a number of cellular
changes, including, for example, overexpression of HGF (c-met's cognate ligand) and/or c-met itself.
Accordingly, in some embodiments, a method of the invention comprises targeting a cell wherein c-
met or hepatoctye growth factor, or both, is more abundantly expressed by said cell (e.g., a cancer
cell) as compeared to 2 normal cell of the same tissue origin. A c-met-expressing cell can be regulated
by HGF from a variety of sources, i.e. in an autocrine or paracrine manner. For example, in one
embodiment of methods of the invention, a tergeted cell is contacted/bound by hepatocyte growth
factor expressed in a different cell (e.g., via a.paraczine effect). Said different coll can be of the same
or of a different tigsue origin. In one embodiment, a targeted cell is contacted/bound by HGF
expressed by the targeted cell itself (e.g., via an antocrine effect/loop). C-met activation and/or
signaling can also occur independent of ligand. Hence, in one embodiment of methods of the
invention, c-met activation in a targeted cell occurs independent of ligand.

DES RAWIN

FIG. 1 depicts alignment of sequences of the variable light and heavy chains for the
following: light chain human subgroup I consensus sequence, heavy chain humen subgroup III
consensus sequence, nurine 5D5 anti-c-met antibody and SD5-grafted “bumanized” antibody.

FIG. 2 depicts various HVR sequences of selected affinity-matured antibodies from libmaries
with individually-randomized HVR.

FIG. 3 depicts HVR-H3 sequences of selected affinity-matured antibodies from a library poal
comprising a combination of 6 libraries encompassing all six HVRs wberein each library is
randomized in a single HVR.

FIG. 4 depicts results of Biacore analysis of selected anti-c-met antibodies.

FIG. 5A,B & 6A,B depict exemplary acceptor human consensus framewark sequences for use
in practicing the instant invention with sequence identifiers as follows:

Vari g frame: B
human VH subgroup I consensus framework minus Kabat CDRs (SEQ ID NO:19)
homan VH subgroup I consensns framework minus extended hypervariable regions (SEQ ID NOs:20-
22)
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buman VH subgroup II consensus framework minua Kabat CDRs (SEQ ID NO:23)

human VH subgroup II consensus framework minus extended hypervarisble regions (SEQ ID

NOs:24-26)

buman VH subgroup III consensus framework mimus Kabat CDRs (SEQ ID NO:27)

Imman VH subgroup ITI consensus framework minus extended hypervariable regions (SEQ ID

NOs:28-30)

Imman VH acceptor framework minus Kabat CDRs (SEQ ID NO:31)

buman VH ecceptor framework minus extended hypervariable regions (SEQ ID NOs:32-33)

humen VH acceptor 2 framework minus Kabat CDRs (SEQ ID NO:34)

buman VH acceptor 2 framework minus extended hypervariable regions (SEQ ID NOs:35-37)
Varisble light con frame

human VL kappe subgroup I consensus framework (SEQ ID NO:38)

buman VL kappa subgroup II consensus framework (SEQ ID NO:39)

human VL kappa subgroup III consensus framework (SEQ ID NO:40)

bmman VL kappa subgroop IV consensus framework (SEQ ID NO:41)

FIG. 7 depicts donor (murine antibody 5DS) light chain (LC) and heavy chain (HC) variable
domain sequences.

FIG. 8 depicts graphical data for blocking of HGF binding to its receptor by an antibody of the
invention.

FIG. 9 depicts graphical date for inhibition of HGF receptor activation by an antibody of the
invention.

FIQ. 10 depicts graphical data for inhibition of cell proliferation by an antibody of the invention.
“rchOASDS HGF" refers to chimeric one-armed 5SDS antibody plus HGF; “ftmOASD5v2 HQF" refers to
OASDS.v2 plus HGF,; “thmOASDSv1 HGF” refers to OASDS5.v1 plus HGF”, “rchOASDS Control” refers
to chimeric one-armed 5DS5 antibody without HGF; “rimOASD5v2 Control” refers to OASDS.v2 without
HGF, “rhuOAS5DSv1 Control” refers to OASDS5.v1 without HGF™.

FIG. 11A, B depicts data for inhibition of receptor phosphorylation in the presence of an antibody
of the invention. Fig. 11A depicts receptor phosphorylation of H358 cells. Fig. 11B depicts receptor
phosphorylation of H358 cells transfected with HGF.

Fig. 12 depicts graphical data showing in vivo efficacy of an antibody of the invention. *“TI” refers
to tumor incidence. TI=8/10 refers to 8 mice having tumors out of a group of 10 mice. TI=2/8 refers to 2
mice having tumors out of a gronp of 8 mice.

_ HIG. 13 depicts amino acid sequences of the freamework (FR), hypervariable region (HVR), first
constant domain (CL ar CH1) and Fc region (Fc) of one embodiment of an antibody of the invention
(SD5.v2). The Fc sequence depicted comprises “hole” (cavity) nmtations T366S, L368A and Y407V, as
described in WO 2005/063816.

FIG. 14 depicts sequence of an Fc polypeptide comprising “knob” (protuberance) mutation
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T366W, as described in WO 2005/063816. In one embodiment, an Fc polypeptide ising this

sequence forms a complex with an Fe polypeptide comprising the Fc sequence of Fig. 13 1y generate an Fc
region of an antibody of the invention.

MODES FOR CARRYING OUT THE INVENTION

The invention provides methods, compositions, kits and articles of manufacture for identifying
and/or using inhibitors of the HGF/c-met signaling pathway.

Details of these methods, compositions, kits and articles of manufacture are provided herein.
General Technigues )

The practice of the present invention will employ, unless otherwise indicated, conventional
techniques of molecular biology (including recombinant techniques), microbiology, cell biology,
biochemistry, and immmmology, which ars within the skill of the art. Such techniques are explained fully
in the literature, such as, “Molecular Cloning: A Laboratory Manunal”, second edition (Sambrook et al.,
1989); “Oligonuclectide Synthesis” (M. J. Gait, ed., 1984); “Animal Cell Culture” (R. L. Freshney, ed.,
1987); “Methods in Enzymology” (Academic Press, Inc.); “Current Protocols in Molecular Biology” (F.
M. Ausubel et al., eds., 1987, and periodic updates); “PCR: The Polymerase Chain Reaction”, (Mullis et
al,, ed., 1994); “A Practical Guide to Molecular Cloning™ (Perbal Bernaxd V., 1988); “Phage Display: A
Laboratory Manpal™ (Barbes et al., 2001).

Definitions

A “modification” of an amino acid residue/position, a3 used herein, refers to a change of a
primary amino acid sequence as compared to a starting amino acid sequence, wheren the change
results from a sequence alteration involving said amino acid residue/positions. For example, typical
modifications include substitution of the residue (or at said position) with another amino acid (e.g., a
conservative or nan-conservative substitution), insertion of one or more (generally fewer than 5 or 3)
amino acids adjacent to said residue/position, and deletion of seid residue/position. An “amino acid
substitution”, or variation thereof, refers to the replacement of an existing amino acid residue in a
predetermined (starting) amino acid sequence with a different amino acid residue. Generally and
preferably, the modification results in alteration in at least one physicobiochemical activity of the
variant polypeptide compared to a polypeptide comprising the starting (or “wild type™) amino acid
sequence. For axample, in the case of an antibody, a physicobiochemical activity that is altered can
be binding affinity, binding capability and/ar binding effect upon a target molecule,

An "isolated" antibody is one which has been identified and separated and/or recovered from
a component of its natural environment. Contaminant components of its natural environment are
materials which would interfere with diagnostic or therapeutic nses for the antibody, and may include
enzymes, hormones, and other proteinaceous or nonproteinaceous solutes. In preferred embodiments,
the antibody will be purified (1) to greater than 95% by weight of antibody as determined by the
Lowry method, and most preferably more than 99% by weight, (2) to a degree sufficient to obtain at
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least 15 residues of N-terminal or internal amino acid sequence by use of a spinning cup sequenator,
or (3) to homogeneity by SDS-PAGE under reducing or nonreducing conditions nsing Coomassie
blue or, preferably, silver stain. Isolated antibody includes the antibody in situ within recombinant
cells since at least one component of the antibody's natural environment will not be present.
Ordinarily, however, isolated antibody will be prepared by at least one purification step.

The term “variable domain residue numbering as in Kabat" or “amino acid position
mumbering as in Kabat”, and variations thereaf, refers to the numbering system used for heavy chain
variable domaing or light chain variable domains of the compilation of entibodies in Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Poblic Health Service, National Inatitutes of
Health, Bethesda, MD. (1991). Using this numbering system, the actual linear amino acid sequence
may contain fewer or additionsl amino acids corresponding to & shortening of, or insertion into, a FR
or CDR of the variable domain, For example, a heavy chain variable domain may include a single
amino acid insert (residue 522 according to Kabat) after residue 52 of H2 and inserted residues (e.g.
residues 82a, 82b, and 82c, etc according to Kahat) after heavy chain FR residue 82. The Kabat
numbering of residues may be determined for a given antibody by alignment at regions of homology
of the sequence of the antibody with a “standard™ Kabat numbered sequence. _

The phrase “substantially similar,” or “substantially the same”, as used herein, denotes a
sufficiently high degree of similarity between two numeric values (generlly one associated with an
antibody of the invention and the other associsted with a reference/comparator antibody) such that
ane of skill in the art would consider the difference between the two values to be of little or no
biological and/or statistical significance within the context of the biological characteristic measured
by said values (e.g., Kd values). The difference between said two values is preferably less than about
509, preferably less than about 40%, preferably less than about 30%, preferably less than abont 20%,
preferably leas than about 10% as a function of the value for the referance/comparator antibody.

“Binding affinity” generally refers to the strength of the sum total of noncovalent interactions
between a single binding site of a molecule (e.g., an antibody) and its binding paxtner (e.g., an
antigen). Unless indicated otherwise, as used herein, “binding affinity” refers to intrinsic binding
affinity which reflects a 1:1 interaction between members of a binding pair (e.g., antibody and
antigen). The affinity of a molecule X for its partner Y can generally be represented by the
dissociation constant (Kd). Affinity can be measured by common methods known in the art,
including those described herein, Low-affinity antibodies generally bind antigen slowly and tend to
dissociate readily, whereas high-affinity antibodies generally bind antigen faster and tand to remsin
bound longer. A variety of methods of measuring binding affinity are known in the art, any of which
can be nsed for purposes of the present invention. Specific illustrative embodiments are described in
the following.

In one embodiment, the “Kd” or “Kd value” according to this inveation is meagured by a
radiolabeled antigen binding assay (RIA) performed with the Fab version of an antibody of interest
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and its antigen as described by the following assay that measures solution binding affinity of Fabs for
antigen by equilibrating Fab with a minimal concentration of (125T)-1abeled antigen in the presence of
a titration series of unlabeled antigen, then capturing bound antigen with an anti-Fab antibody-coated
plate (Chen, et al., (1999) J. Mol Biol 293:865-881). To establish conditions for the assay, microtiter
plates (Dynex) are coated overnight with 5 ug/ml of a capturing apti-Fab antibody (Cappel Labs) in
50 mM sodium carbonate (pH 9.6), and subsequently blocked with 2% (w/v) bovine serum albumin in
PBS for two to five hours at room temperature (approximately 23°C). In a non-adsorbant plate (Nunc
#269620), 100 pM or 26 pM [1231}-antigen are mixed with serial dilntions of a Fab of interest (e.g.,
consistent with assessment of an anti-VEGF antibody, Fab-12, in Presta et al., (1997) Cancer Res.
57:4593-4599). The Fab of interest is then incubated overnight; however, the incubation may
continue for a longer pericd (e.g., 65 hours) to insure that equilibrinm is reached. Thereafter, the
mixtures are transferred to the capture plate for incubation at room temperature (e.g., for one hour).
The solution is then removed and the plate washed eight times with 0.1% Tween-20 in PBS. When the
plates have dried, 150 ul/well of scintillant (MicroScint-20; Packard) is added, and the plates are
counted on a Topcount gamma counter (Packard) for ten minutes, Concentrations of each Fab that
give less than or equal to 20% of maximal binding are chosen for use in competitive binding assays.
According to another embodiment the Kd or Kd value is measured by using surface plasmon
resonance assays using a BIAcoreIM-2000 or a BIAcoreIM-3000 (BIAcore, Inc., Piscataway, NJ) at
25C with immobilized antigen CM5 chipa at ~10 response units (RU). Briefly, carboxymethylated
dextran biosensor chips (CM5, BlAcore Inc.) are activated with N-ethyl-N"- (3-
dimethylaminopropyl)-carbodiimide hydrochloride (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS)
according to the supplier's instructiona. Antigen is diluted with 10mM sodium acetate, pH 4.8, into
Sug/ml (~0.2uM) before injection at a flow rate of Sul/mimute to echieve approximately 10 response
tmits (RU) of conpled protein. Following the injection of antigen, 1M ethanolamine is injected to
block unreacted groups. For kinetics measurements, two-fold serial dimtions of Fab (0.78 nM to 500
nM) are injected in PBS with 0.05% Tween 20 (PBST) at 25°C at a flow rate of approximately
25ul/min, Association rates (ko) and dissociation rates (kqff) are calculated using a simple one-to-
one Langmuir binding model (BIAcore Evaluation Software version 3.2) by simuoltaneous fitting the
association and dissociation sensorgram. The equilibrinm dissociation constant (Kd) is calcnlated as
the ratio kpepkon  See, e.g., Chen, Y., et al,, (1999) J. Mol Biol 293:865-881. H the on-rate exceeds
106 M-1 §-1 by the surface plasmon resonance assay above, then the on-rate can be determined by
nsing a flucrescent quenching technique that measures the increase or decrease in flnorescence
eimission intensity (excitation = 295 nm; emission = 340 nm, 16 nm band-pass) at 25°C of a 20nM
anti-antigen antibody (Fab form) in PBS, pH 7.2, in the presence of increasing concentrations of
antigen as measored in a spectrometer, such as a stop-flow equipped spectrophometer (Aviv
Instruments) ar a 8000-series SLM-Aminco spectrophotometer (ThermoSpectronic) with a stir red
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covette,

An “on-rate” or “rate of association” or “association rate” or “kor,  according to this invention
can also be determined with the same surface plasmon resonance technique described above using a
BIAcore TM-2000 or a BIAcoreTM-3000 (BIAcore, Inc., Piscataway, NJ) at 25C with immobilized
antigen CMS chips at ~10 response units (RU). Briefly, carboxymethylated dextran biosensor chips
(CMS, BIAcore Inc,) are activated with N-ethyl-N’- (3-dimethylammopropyl)-carbodiimide
hydrochloride (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS) according to the supplier’s instructions.
Antigen is dilnted with 10mM sodiurn acetate, pH 4.8, into Sug/m! (~0.2uM) before injection at a
flow rate of Sul/minute to achieve approximately 10 response units (RU) of coupled protein.
Following the injection of 1M ethanolamine to block unreactsd groups. For kinetics measurements,
two-fold gerial dilotions of Fab (0.78 nM to 500 nM) are injected in PBS with 0.05% Tween 20
(PBST) at 25°C at a flow rate of approximately 25ul/min. Association rates (ko) and dissociation
mates (kqfy) are calculated using a simple one-to-one Langmuir binding model (BIAcore Evaluation
Software version 3.2) by simaltaneous fitting the association and dissociation sensorgram. The
equilibsinm dissociation constant (Kd) was calculated as the ratio Kok, See, .g. Chen, Y., etal,

(1999) J. Mol Biol 293:365-881. However, if the on-rate exceeds 106 M-1 S-1 by the surface
plasmon resonance assay above, then the on-rate is preferably determined by vaing a fluorescent
quenching technique that meamires the increase or decrease in fluorescence emission intensity
(excitation = 295 nm; emission = 340 nm, 16 nm band-pass) at 259C of a 20nM anti-antigen antibody
(Fab form) in PBS, pH 7.2, in the pregence of increasing concentrations of antigen as measured ina a
spectrometer, such as a stop-flow equipped spectrophometer (Aviv Instruments) or a 8000-series
SLM-Aminco spectrophotometer (ThermoSpectronic) with a stirred cuvette. The “Kd” or “Kd valne”
according to this invention is in one embodiment measured by a radiolabeled amtigen binding assay
(RIA) performed with the Fab version of the antibody and antigen molecnle as described by the
following assay that measures solution binding affinity of Faba for antigen by equilibrating Fab with a
minimal concentration of (125T)-labeled antigen in the presence of a titration series of unlabeled
antigen, then capturing bound antigen with an anti-Fab antibody-coated plate (Chen, et al., (1999) J.
Mol Biol 293:865-881). To establish conditions for the agsay, microtiter plates (Dynex) are coated
overnight with 5 ug/ml of a capturing anti-Fab antibody (Cappel Labs) in 50 mM sodium carbonate
(pH 9.6), and subsequently blocked with 2% (w/v) bovine serum albumin in PBS for two to five hours
at room temperatore (approximately 23°C). In a non-adsorbant plate (Nunc #269620), 100 pM or 26
pM [12°[}-antigen are mixed with serial dilutions of a Fab of interest (consistent with assessement of
an anti-VEGF antibody, Fab-12, in Prests et al., (1997) Cancer Res. 57:4593-4599). The Fab of
interest is then incubated overnight; however, the incubation may continue for a longer period (e.g.,
65 hours) to insure that equilibrium is reached. Thereafter, the mixtures are transferred to the capture

plate for incubation at room temperature for onc hour. The solution is then removed and the plate
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washed eight times with 0.1% Tween-20 in PBS. When the plates have dried, 150 ul/well of
scintillant (MicroScint-20; Packard) is added, and the plates are counted on a Topcount gammma
counter (Packard) for ten minutes. Concentrations of each Fab that give less than or equal to 20% of
maximal binding are chosen for use in competitive binding assays. According to another
embodiment, the Kd or Kd vaiue is measured by using surface plasmon resonance asaays using a
BIAcore™-2000 or a BIAcore™-3000 (BIAcore, Inc., Piscataway, NT) at 25C with immobilized
antigen CMS5 chips at ~10 response units (RU). Briefly, carboxymethylated dextran biosensor chips
(CMS, BlAcore Inc.) are activated with N-ethyl-N’- (3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide
hydrochloride (EDC) and N-hydroxysuccinimide (INFLS) according to the snpplies’s instructions.
Antigen is diluted with 10mM sodium acetate, pH 4.8, into Sug/ml (~0.2uM) before injection at a
flow rate of Sul/mimnte to achieve approximately 10 response units (RU) of coupled protein.
Following the injection of antigen, 1M ethanolamine is injected to block unreacted groups. For
kinetics measurements, two-fold serial dilutions of Fab (0.78 nM to 500 nM) are injected in PBS with
0.05% Tween 20 (PBST) at 25°C at a flow rate of approximately 25ul/min. Association rates (ko)
and dissociation rates (k) are calculated using a simple one-to~one Langmuir binding model
(BlAcore Evaluation Software version 3.2) by simmiltaneous fitting the association and dissociation
sensargram. The equilibrivm dissociation constant (Kd) is calculated as the ratio k4k,, See, e.g.,

Chen, Y., et aL, (1999) J. Mol Biol 293:865-881. If the on-rate exceeds 106 M-1 S-1 by the surface
plasmon resonance assay above, then the on-rate can be determined by using a fluorescent quenching
technique that measures the increase or decrease in fluorescence emission intensity (excitation = 295
nm; emission = 340 om, 16 nm band-pass) at 25°C of a 20nM anti-antigen antibody (Fab form) in
PBS, pH 7.2, in the presence of increasing concentrations of antigen as measured in a spectrometer,
such as a stop-flow equipped spectrophometer (Aviv Instruments) or a 8000-serics SLM-Aminco
spectrophotometer (ThermoSpectronic) with a stir red cuvette.

In one embodiment, an “on-rate™ or “rate of association” or “agsociation rate” or "kon"
according to this invention is determined with the same surface plasmon resanance technique
described above uzing a BIAcore™_2000 or a BIAcoreT™M-3000 (BIAcore, Inc., Piscataway, NT) at
25C with immobilized antigen CM5 chips at ~10 response units (RU). Briefly, carboxymethylated
dextran biosensor chips (CM5, BlAcore Inc,) are activated with N-ethyl-N'- (3- -
dimethylaminopropyl)-carboditmide hydrochloride (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS)
according to the supplier's instmctions. Antigen is diluted with 10mM sodium acetste, pH 4.8, into
Sug/ml (~0.2uM) before injection at & flow rate of Sul/minute to achieve approximately 10 response
units (RU) of coupled protein. Following the injection of 1M ethenolamine to block areacted groups.
For kinetics measurements, two-fold serial dilutions of Fab (0.78 oM to 500 nM) are injected in PBS
with 0.05% Tween 20 (PBST) at 25°C at a flow rate of approximately 25ul/min. Association rates
(kop) 2nd dissociation rates (ky¢p) ere calculated using a simple one-to-one Langmuir hinding model

22



10

15

o

WO 2006/015371 PCT/US2005/027626

(BIAcore Evaluation Software version 3.2) by sirmultaneous fitting the association and dissociation
sensorgram. The equilibrium dissociation constant (Kd) was calculated as the ratio kqyepkon Ses,

e.g., Chen, Y., et al., (1999) J. Mol Biol 293:865-881. However, if the on-rate exceeds 106 M-1 §-1
by the surface plasmon resonance assay above, then the on-rate is preferably determined by using a
fluorescant quenching technique that measures the increase or decrease in fluorescence emission
intensity (excitation = 295 nm; emission = 340 nm, 16 nm band-pass) at 25°C of a 20nM anti-antigen
antibody (Fab form) in PBS, pH 7.2, in the presence of increasing concentrations of antigen as
measured in a a spectrometer, such as & stop-flow equipped spectrophometer (Aviv Instrurnents) or 2
8000-series SLM-Aminco spectrophotometer (ThermoSpectronic) with a stirred cuvette.

. The phrase “substantially rednced,” or “substentislly different”, as used herein, denotes a
sufficiently high degree of difference between two numeric valnes (generally one associated with an
antibody of the inveation and the other associated with a reference/comparator antibody) such that
ane of skill in the art would consider the difference between the two values to be of statistical
significance within the context of the biological characteristic measured by said vahies (e.g., Kd
values, HAMA response). The difference between said two valnes is preferably greater' than about
10%, prefersbly greater than shout 20%, preferably greater than ahout 30%, preferably greater than
about 40%, preferably greater than about 50% as a function of the value for the reference/comparator
antibody.

"Percent (%) amino acid sequence identity” with respect to a peptide or polypeptide sequence
is defined as the percentage of amino acid residues in a candidate sequence that are identical with the
amino acid residues in the specific peptide or polypeptide sequence, after aligning the sequences and
introducing gaps, if neceasary, to achieve the maximum percent sequence identity, and not
considering any conservative substitutions as part of the sequence identity. Alignment for purposes of
determining percent amino acid sequence identity can be achieved in various ways that are within the
gkill in the art, for instance, using publicly available computer software such as BLAST, BLAST-2,
ALTGN or Megnlign (DNASTAR) software. Those skilled in the art can determine appropriate
parameters for measuring alignment, including any algorithms needed to achieve maximal alignment
over the full length of the sequences being compared. For parposes herein, however, % amino acid
sequence identity values are generated using the sequence comparison computer program ALIGN-2,
wherein the complets source code for the ALIGN-2 program is provided in Table A below. The
ALIGN-2 sequence comparison computer program was authored by Genentech, Inc. and the source
code shown in Table A below has been filed with user documentation in the U.S. Copyright Office,
Washington D.C., 20559, where it is registered under U.S. Copyright Registation No. TXU510087.
The ALIGN-2 program is publicly available through Genentech, Inc., South San Francisco, Califomia
or may be compiled from the source code provided in Figure 8 below. The ALIGN-2 program should
be compiled for use on a UNIX operating system, preferably digital UNIX V4.0D. All sequence

comparison parameters are set by the ALYGN-2 program and do not vary.
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In simations where ALIGN-2 is employed for amino acid sequence comparisons, the % amino
acid ssquence identity of a given amino acid sequence A to, with, or against a given amino acid
sequence B (which can alternatively be phrased as a given amino acid sequence A that has or
comprises a certain 9% amino acid sequence identity to, with, or against a given amino acid sequence
B) is calculated as follows:

100 times the fraction X/Y

where X is the number of amino acid residnes scored as identical matches by the sequence alignment
program ALIGN-2 in that program’s alignment of A and B, and where Y is the total number of amino
acid residues in B, It will be appreciated that where the length of amino acid sequence A is not equal
to the length of amino acid sequence B, the % amino acid sequence identity of A to B will not eqaal
the % amino acid sequence identity of B to A.

Unless specifically stated otherwise, all % amino acid sequence identity values used herein
are obtained as described in the immediately preceding paragraph nsing the ALIGN-2 computer
program.

Table A
I

L

* C-C increased from 12 o 15

* Z is average of BQ

* B is average of ND

* maich with stop is _M; stop-stop = 0; J (joker) match =0
./

#define M -8 /* value of a match with a stop */

int _day[26]{26] ={
# ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXYZ¥
A% {2,0-200:4,1-1-1,0-1,2-1,0_M,1,0-21,1,0,0-6,0,-3,0},
mB* {0,3.4,3,25,0, 1,20, 0,32 2, M,1,1,0,0,0,0,2,-5,0,-3, 1},
MCY  {-2-4,15-55,4,-3,-3,-2, 0,-5,6,-5,4,_M,-3,-5,4, 0,-2, 0,-2,-8, 0, 0,-5},
MD* {035 4,361,120, 04,3,2 _M-1,2-1,0,0,0,-2-7,0,4, 2},
MPEY {0,2:5,3,4:5,01,20,0-3,2, 1, M,1,2,1,0,0,0,-2,-7, 0,4, 3},
PEY  {4,:5-4:-6-5 9,52 1,0,5,2,0.4_M,-5,-54-3-3,0-1,0,0,7-5},
*G* {1,0:3,1,0-5,5-2-3,0-24,-3,0_M-1.-1,3,1,0,0-1,-7, 0,5, 0},
rH* {-1,1,3,1,1,226,-2,0,02-2 2M,0,3,2-1,-1,0,2-3,0,0,2},
r1e {(-1-2,2,2,2,1,3,-2, 5,0,-2, 2, 2,2, M-2,-2,-2-1, 0, 0, 4,-5, 0,-1.-2},
24
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»i% {0,0,0,0,0,0,0,0,0,00,000_M,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0),
K% {-1,0,5,0,0,5,2 0,2, 0,5,3,0, 1, M1, 1, 3, 0, 0, 0,-2,-3, 0,4, 0},
PL*  {2,3,64,3, 242 2,0,-3,6,4,-3_M,3,-2,-3,-3,-1,0,2,-2,0,-1,-2},
MY {-1,2,5,3,2,0,-3,-2,2,0,0, 4, 6,2, M,2,-1, 0,-2,-1, 0, 2,4, 0,-2,-1},
FNY {0,2,-4,2,14,0,2,-2,0,1,-3,2,2, M,-1,1,0,1,0,0,-2,4,0,-2, 1},
roy {MMMMMMMMM M MM MM,

0_M,_M, M, M, M, M, M_ M, M, M, M},

PPY {1:1,3,-1,-1,5-1,0,-2 0-1,3,-2,-1, M, 6,0, 0, 1,0, 0,-1,-6, 0.-5, 0},
*Q* {0,1,5,22-5-1,3-2,01,2-1, 1,M,0,4, 1-1,-1,0,-2,-5, 0,4, 3},
PRY {204-1,-1,4,3,2-20,3,3,0,0_M,0, 1,6, 0,-1,0,-2, 2, 0,4, 0},
ms* {1,0,0,0,0,:3,1,1,-1,0,0,3,-2, 1, M, 1,-1,0, 2, 1, 0,-1,-2, 0,-3, 0},
*T% {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),
ru* {0,0,0,0,0,0,0,0,00,00,0,0_M,0,0,0,00,00,00,0,0},
#v+* {0,-2,-2,-2,-2,-1,-1,-2, 4,0,-2, 2, 2,-2, M,-1,-2,-2,-1, 0, 0, 4,-6, 0,-2,-2},
W {-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},
r#Xx+* {0,0,0,000,00,00,00,0,0_M0,00,0,00,00,0,0,0},
MY * {3-3,0-44,7-50:-1,04,-1,-2-2,_M,54,4,-3,3,0-20,0,10,4},
*Z* {0,1-5,23-50,2-2,00,-2-1,1_M,0,3,0,0,0,0,-2,-6, 0,-4, 4}

|5

”

*/
#incdlude <stdio.h>
#include <ctype bh>

#deflne MAXIMP 16 /* max jumps in a diag */
#define MAXGAP 24 /* don't continue to pensalize gaps Iacger than this */

#idefine IMPS 1024 /* max jmps in an path */

fidefine MX 4 /* save if there's at least MX-1 bases since last jmp */
f#define DMAT 3 /* value of matching bases */

#define DMIS 0 /* penalty for mismatched bases */

fidefine DINSO 8 /* penalty for a gap */

#define DINS1 1 /* penalty per base */

#define PINSO 8 /* penalty for a gap */

#define PINS1 4 /* penalty per residue */
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struct jmp {
short n[MAXIMP]; /* size of jmp (neg for dely) */
unsigned short x[MAXIMP]; /* base no. of jmp in seq x */
k /* limits seq to 2716 -1 */
struct diag {
int score; /* score at last jmp */
long offset; /* offset of prev block */
short ijmp; /* current jmp index */
structjmp  jp; /* list of jmps */
h
struct path {
int =pc; /* number of leading spaces */
ghort n{IMPS]; /* gize of jmp (gap) */
. imt  x[IMPS]; * loc of jmp (last ciem before gap) */
k
char *ofile; /* output Gle name */
char *namex[2]; /* seq names: getseqs() ¥/
char *prog; /* prog name for err mags */
char *segx[2]; 1* seqe: getseqs() */
int dmax; 1* best diag: nw( */
int dmax0; /* final diag */
int dns; /® get if dna: main() */
int endgaps; /* set if penaliving end gaps */
int SApX, EApY, /* total gaps in seqs */
int len0, lenl; /* seq lens */
int DEAPX, NADY: /* total size of gaps */
int SAx; /* max score: nw() */
int *xbm; /* bitmap for matching */
fong offset; /* current offset in jmp file */
struct diag *dx; /* holds diagonals */
struct path  pp{2]; /* holds path for seqs */
char *calloc(), *malloc(), *index(), *stecpy(;
char *getseq(), *g_calloc();

26
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/* Needleman-Wunsch alignment program

* ugage: progs filel file2

»

L

where filel and file2 are two dna or two profein 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 shart x in the jmp struct)

A sequence with 1/3 or more of its elements ACGTU is assumed to be DNA
Cutput 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

*/

#inclnde "nw.h"
flinclude "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, 0xFFFFFFF, 1<<10, 1<<11, 1<<12, 1<<13, 1<<14,
1<<15, 1<«<16, 1<<17, 1<<18, 1<<19, 1<<20, 1<<2], 1<<22,
1<<23, 1<<24, 1<<25(1<<(E-'AN1<<('Q"~A")
| 3
main(ac, av)
int ac;
char *av[];
{
prog = avi0];

27
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if (ac I=3){
fprintf{stderr,"usage: %s filel file2\n", prog);
fprintf{stderr,"where filel and file2 are two dna or two protein sequencea.\n");
fprintf{stderr,"The sequences ¢an be in upper- or lower-case\n");
fprintf(stderr," Any lines beginning with *;' or '<’ are ignored\n™);
fprintf(stderr,"Qutput is in the file \"align.cut\"\n");
exit(1);

}

namex[0] = av(1];

namex[1] = av[2];

seqx[0] = getseq(namex{0], &len0);

seqx[1] = petseq(namex[1], &lenl);

xbm = (dne)? dbval : pbval;

endgaps = 0; /* 1 to penalize endgaps */
ofile = "align.out”; 1* output file */

nw(); /* fill in the matrix, get the possible jmps */
readjmps();  /* get the actual jmps */

print(); /* print stats, alignment */

cleanup(0);  /* unlink any tmp files */

/* 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

* to a gap in seq y.
/
aw() nw
{
char *px, *pY; /* seqs aud ptrs */
int *ndely, *dely; /* keep track of dely */

28
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int ndelx, delx; /™ keep track of delx */

int *tmp; /* for swapping row(, rowl */

int mis; 1* score for each type */

int ins0, ins1; /* insertion penalties */

register id; /* diagonal index */
register i /* jmp index */

register *col0, *coll; /* score far curr, last row */
register XX, YY: /* index into segs */

dx = (struct dizg *)g_calloc("to get diags”, lenO+len1+1, stzeof(stroct diag));

ndely = (int *)g_calloc("to get ndely”, len1+1, sizeaf{int));
dely = (int *)g_calloc("to get dely”, lenl+1, slzeof(int));
col0 = (int *)g_calloc("to get col0", len1+1, sizeof(int));
coll = (int *)g_cailoc("to get coll”, lenl+1, sizeof(int));
in80 = (dna)? DINSO : PINSO;

ina1 = (dne)? DINS1 : PINS];

smax = -10000;
if (endgaps) {
for (colO[0] = dely{0] = -ins0, yy = 1; yy <=1lenl; yy+H) {
col0lyy] = dely[yy] = colOfyy-1] - ins1;

ndely[yy] = yy;
}
col0[0]=0;  /* Waterman Bull Math Biol 84 */
}
clae
for (yy = 1; yy <=lenl; yy++)
delylyy] = -ins0;
/* fill in match matrix
s/
for (px = seqx[0], xx = 1; xx <= len0; px++, xx-++) {
/* initialize first entry in col
%/
if (endgaps) {
H(xx==1)

PCT/US2003/027626 (b
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col1[0] = deix = (insO+ins1);

else
col1[0] = delx = col0[0] - ins1;
ndelx = xx;
}
else {
col1[0] = 0;
delx = -ina0;
ndelx=0;
}

wIlW
for (py = seqx{1], yy = 1; yy <=lenl; py++, yy+) {
mis = col0fyy-1); _
if (doa)
mis -+= (xbm[*px-'A"J8xbm[*py-'A)? DMAT : DMIS;
else
mis +=_day[*px-'AT[*py-'AT;

/* update penalty for del in x geq;
* favor new del over ongong del
* ignore MAXGAP if weighting endgaps
*/
if (endgaps || ndelylyy] < MAXGAP) {
if (colO[yy] - ins0 >= dely[yy]) {
dely[yy] = colOfyy] - (inaO+insl);

ndely[yy] = 1;
}else {
dely{yy] = insl;
ndelylyy)++;
}

} else {
if (colOfyy] - (insO+ins1) >= delylyyD) {
dely[yy) = colO[yy] - (insO+ins1);
ndelyfyy] = 1;
} else
30

g



10

13

30

WO 2006/015371

ndelylyy}++;

/* update penalty for del in y seq;
* favor new del over ongong del
*/
if (endgaps [| ndelx < MAXGAP) {
#f (coll[yy-1] - ing0 >= delx) {
delx = coll[yy-1] - (insO+ins1);

ndelx = 1;
} else {
delx = insl;
ndelx-++;
}
} else {

ff (coll[yy-1] - (insQ+ins1) >= delx) {
delx = col1[yy-1] - (insQ+insl);
ndelx = 1;

} else
ndelx++;

/* pick the maxinmm score; we're favoring
* mis over any del and delx over dely
*/

id=xx-yy+lenl-1;
It (mia >= delx && mis >= dely[yy])
coll[yy] = mis;
else if (delx >= dely[yy]) {
31
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colllyy] = delx;
ij = dx{id).ijmp;
if (dx[id] jp.n[0] && (ldna || (ndelx >= MAXIMP
&& xx > dx[id].jpx[ij+-MX) || mis > dx[id].score+DINS0)) {
dx[id}.ijmp++;
if (++ij >= MAXIMP) {
writejmpa(id);
ij = dx(id].ijmp = 0;
dx[id].offset = offset;
offsct += sizeof{struct jmp) + sizeof{offset);

}

dx[id].jp.n[ij] = ndelx;
dx[id].jp.x[ij] = xx;
dx{id].score = delx;

colllyy] = delylyyl;
ij = dx[id].ijmp;

if (dx[id].jp.n[0] && (ldna || (ndely[yy] >= MAXIMP

}

&& xx > dx[id].jp.x[j+MX) [| mis > dx[id].acore+DINS0)) {
dx[id].ijmp-+;
if (++ij >= MAXIMP) {
writejmps(id);
ij = dx[id]ijmp = 0;
dx[id}.offset = offeet;
offset += sizeof{struct jip) + sizeof{offset);

}

dx[id].jp-n{ij] = -ndely{yy];
dx[id] jp-x[ij] = xx;
dx[id].score = delylyy];

if (xx ==len0 && yy < lenl) {

/* 1ast col
o
if (endgeaps)
32
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col1[yy] = insO+ins1*(lenl-yy);
if (col1[yy] > smax) {

smax = coll[yy];

dmax = id;

}
if (endgaps && xx < len0)
col1[yy-1] = insO+ins1*(len0-xx);
i (coll[yy-1] > smax) {
smax = coll[yy-1];
dmax = id;
}
tmp = col0; col0 =coll; coll = tmp;
}
(void) free((char *)ndely);
(void) free((chax *)dely);
(void) free((char *)col0);
(void) free((char *)coll); }

Y o

[ ]

* print() — only routine visible outside this module

]

* static:

* getmat() — trace back best path, count matches: print()

* pr_glign() — print alignment of described in array p[]: print()

* dumpblock() ~ dump a block of lines with numbers, stars: pr_align()
* nums() — put out & 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

*f

#finclude "owh"

fidefine SPC 3
33

o ()



10

15 .

35

WO 2006015371

#idefine P_LINE 256  /* maximmm output line */
f#tdefine P_SPC 3 /* space between name or mum and seq */

extern _day[26][26];

int olen; /* get output line length */
FILE *fx; /* output file */

print)

{

int Ix,ly, firstgap, lastgap; /* overlap */

1 ((fx = fopen(ofile, "w")) = 0) {
fprintf{stderr,”9%s: can't write %s\n", prog, ofile);
cleamp(1);

}

fprintf{fx, "<first sequence: %s (length = %d)\n", namex{0], len0);

fprintf(fx, "<second sequence: %s (length = %«)\n", namex{[1], leal);

olen = 60;

Ix =len(;

ly =lenl;

firstgap = lastgap =0;

if (dmax <lenl-1){ /* leading gapinx %/
ppl0).spc = firstgap =Jenl - dmax - 1;
ly <= ppl0).spc;

}

else if (dmax > len1 - 1) { /* leading gapin 'y */
ppl1].spc = firstgap = dmax - (len1 - 1);
Ix = pp[1].spc;

}

if (dmax0 < len0 - 1) { /* trailing gap in x */
lastgap = len0 - dmax0 -1;
Ix -= lastgap;

}

else if (dmax0 > len0 - 1) { /* trailing gap in y ¥/
lastgap = dmax( - (fen0 - 1);
ly -= lastgap;

S¢
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getmat(lx, ly, firstgap, lastgap);
pr_align(;
}
I-
* trace back the best path, count matches
./
static
getmat(lx, ly, firstgap, lastgap) getmat
int Ix, ly; /* "core" (minus endgaps) */
int firstgap, lastgap; /* leading trailing overlap */
{
int nm, i0, i1, eiz0, sizl;
char - oux[32):
double pet;
register n0, nl;

register char  *p0, *pl;

/* get total matches, score
w/

i0 =i1 =siz0 = 8izl = 0;

PO = seqx[0] + pp[1).spc;

p1 = seqx{1] + pp[0].5pc;

n0 = pp[1]spc + 1;

nl = pp[0]spc + 1;

nm=0;
while ( *p0 && *p1 ) {
if (siz0) {
pl++
nl+-
siz0—;
}
else if (sizl) {
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pO+;
n04-+;
sizl—;
}
else {
if (xbm[*p0-'A"1&xbm[*p1-'A"])
O,
if (n0+-+ = pp[0].x[10T)
giz0 = pp[0].a[i0++];
if (n1++ = pp[11.x[i1])
sizl = pp[1]mfil+];
pO++
pi+k
}
}
/* pct homology:

* if penalizing endgaps, base is the shorter seq
* else, knock off overhangs and take shorter core

»/
if (endgaps)

Ix = (len0 < len1)? len0 : lenl;
else

k=(x<ly)?lx:ly;

pet = 100.%(double)nm/(double)Lx;

fprintf{fx, "n");

forintf{(fx, "<%d match%s in an overlap of %d: %.2f percent similarity\n",
am, (nm == 1)2"" ; "es", Ix, pet);

fprintf{fx, "<gaps in first sequence: %d", gapx); mgetmat
if (gapx) { '
(vold) sprintf(outx, " (%d %s%s)",
ngapx, (dna)? "base":"residue”, (ngapx = 1)? "":"s");
fprintf{(fx,"%s", outx);
36
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fprintf(fx, ", gaps in second sequance: %d", gapy);
if (gapy) {
(void) sprintf{outx, " (%d %s%e)",
ngapy, (dna)? "base":"residue”, (ngapy = 1)?7 "":"s");

fprintf(fx,"%s", outx);
}
if (dna)
fprintf{fx,
Mn<score: %d (match = %d, mismatch = %d, gap penalty = %d + %d per base)\n",
smax, DMAT, DMIS, DINSO, DINS1);
else
fprintf(fx,
"\n<score: %d (Dayhoff PAM 250 matrix, gap penalty = %d + %d per residue)\n",
smax, PINSO, PINS1);
if (endgnaps)
fprintf(fx,
"<endgaps penalized. left endgap: %d %5%s, right endgap: %d %s%s\n",
firstgap, (dna)? "base" : "residue”, (firstpap =17 "" : "s",
lastgap, (dna)? "base” : "residue”, (lastgap == 1)? "" : "s");
else
fprintf(fx, "<endgaps not penalizedin”;
}
static nm; /* matches in core — for checking */
static Imax; 1* lengths of stdpped file names */
static iil2k /* jmp index for a path */
static nc[2]; /* nmamber at start of carrent line */
static ni[2]; /* current elem number — for gapping */
static sizf2];
staticchar  *ps[2]; /* ptx to curvent element */
staticchar  *po[2]; /* ptr to next output char slot */

staticchar  out[2][P_LINE]; /* output line */
staticchar  star[P_LINE]; /*set by stars() */

”
¢ print alignment of described in struct path pp[]
37
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static

pr_align0

{
int nn; /* char count */
int more;
register i;

for(i=0,lmax=0;i<2; i++) {
nn = stripname(namex[i]);
if (nn > Imax)

Imax =nn;

nefil=1;

nifi] = 1;

siz[i} = §j[i] = 0;

pelil = seqx[i];

polil = out{i]; }

for (nn = nm = 0, more = 1; more; ) {
for (i=more=0;i<2;i++){
”
* do we have more of this sequence?
*/
i (1*ps[i])
continue;

more-+4-;

if (ppli).spc) { /* leading space */
*pofil++=""
ppli)-spc—;
}
else if (siz{i]) { /* ina gap */
*pofij+=""
siz{i]l—;
38
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} .
else { /* we're puiting a seq element
"
*poli] = *pali];
if (istower(*psfil))
*psi] = toupper(*psli]);
poliH+;
psil++;
,-
* are we at next gap for this seq?
*/
i (nili] == pplil xG4GID {
,t
* we need to merge all gaps
* at this location
)
sizli] = pplil.nfijlil+];
while (nifi] = pp[i].x[ij[ID
siz{i] += ppliln[iik-+):
}
nifil++;
}
}.
#f (++nn = olea | Imore && nn) {
dompblock(;
for(i=0;i<2;i+)
poli] = owt[i];
no =0;
}
}
}
J.

* dump a block of lines, including numbers, stars: pr_align(
*/
static
39
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dumpblock()
{
register i;

for (i=0;i<2; i+
*poli]- = "0';

(void) putc(\n', fx);
for(i=0;i<2;i+H) {
if (*outfi] && (*outfi] I=""[{ *(pofi]) I="") {

if(i=0)
nums(i);
if (i =0 && *out[1])
stars();
putline(i);
if (i =0 && *out{1])
fprintf(fx, star);
HEi==1)
nums(i);
}
}
}.
"
* put out a number line: dumpblock()
*/
static
mums(ix)
int ix; /*index in out]] holding seq line */
{
char nline[P_LINE];
register i i

register char *pn, *px, *py:

for (pn = nline, i = 0; i < Imax+P_SPC; i+, pn++)
40
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*on="%
for (i = nc[ix], py = out[ix]; *py; py++, po++) {
i€ (*py=""[1*py=""
*po=""
else {

i (i%10 =0 (i == 1 && nc[ix] I= 1)) {
j=0<0)?4:1;
for (px =pn; j; j /= 10, px-)
*px =j%10 + '0’;

if (i< 0)
tpx = '_':
}
else
*m="%
i+
}
}
*pn ="\
ncfix] =1;
for (pn = nline; *pn; po++)
(void) putc(*pn, fx);
(void) putc(n’, fx);
1
s
* put out a line (name, [num], seq, [num]): dumpblock)
*/
static
putline(ix) putline
int ix; {
~putline
int i
register char *px;

for (px = namex[ix], i = 0; *px && *px I=""; px-++, i++)
41
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(vold) putc(*px, fx);
for (; i < lImax+P_SPC; i++)
(vaid) pute(' ', fx);
/™ these count from 1:
- " ni[] is current element (from I)
* nc[] is number at start of carrent line
&/
for (px = outfix]; *px; px-++)
(void) putc{*px&0xTF, fx);
(vald) putc(\n', £x);
}
» }
* put a line of stars (seqs always in out{0], out[1]): dumpblock(
*/
static
stars() stars
{
int i

register char  *p0, *pl, cx, *px;

i (1*out[0] [| (*out{0] ="' && *(po[0]) ="") ||
Iout{1] || (*out[1] ="' && *(po[1]) =="")
retomn;
Px = star,
for (i = Imax+P_SPC,; i; i)
Spx+="";

for (p0 = out[0], p1 = out[1]; *p0 && *pl; p0++, pl++) {
if (isalpha(*p0) && isalpha(*p1)) {

if (xbm[*p0-'AJ&xbm[*p1-"'AT) {

Y
cx="*;

nm--;
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else IF (1dna && _day[*p0-"A"][*p1-"A"] > 0)
cx="'
else
cx=""
}
else
cx=""
*px+=cX;
}
*px-++ = \n';
*px =\0;
}
”
* strip path or prafix from pn, return len: pr_alignQ
#’ '
static
stripname(pn)
char *pn; /* file name (may be path) */
{
register char  *px, *py;
py=0;
for (px = pn; *px; px++)
£ (*px="1)
py=px+1;
if (py)
(void) strepy(pn, py);
retarn(strien(pn));
y
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m

* cleanup() — cleanup any tmp file

* getseq() — read in seq, set dna, len, maxlen

* g _calloc() — calioc() with emror checkin

* readjmps() — get the good jmps, from tmp file if necessary
* writejmps() — write a filled armay of jmps to a tmp file: nw()
v/

#include "nw.h"

#include <sys/file.h>

char *jname = "/tmp/homgXXXXXX"; /* tmp file for jmps */
FILE *fj;

.imt  cleanup();.. . I*gleanup tmp file */

* remove any tmp file if we blow
*/
cleanup(i)
int i;

if (fj)
(vold) unlink(jnams);
exit(i);

I.

* read, return pir to seq, set dna, len, maxien

* skip lines starting with *;', '<', or '

* geq in upper or lower case

./

char *

gotseq(file, len)
char *file; /*file name */
int %len; /*seqlen?/
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char line[1024], *pseq;
register char  *px, *py;

Int natge, tlen;

FILE *p;

#f (fp = fopen(file,"r") = 0) {
fprintf{stderr,"%s: can't read %s\n", prog, fils);

exit(1);
}
tlen = patge = 0;
while (fgets(line, 1024, fp)) {
i (*line =" || *line =< || *line ="
continue;
for (px = line; *px = n'; px++)
if (isuppex(*px) || islower(*px))
tlen++;
}

if ((pseq = malloc{(onsigned)(ten+6))) = 0) {
fprintf{stdezr,"%s: mallocQ failed to get %d bytes for %s\n", prog, tien+6, file);
exit(1);

}

pseq(0] = pseq[1] = pseq(2] = pseq[3] =\0';

Py =pseq + 4,
*len =tlen;

rewind(fp);

while (fgeta(line, 1024, fp)) {
if (*line ="' || *line = '<' || *line = >
continue;
for (px = line; *px |="\n'; px++) {
if (isupper(*px))
*py-+H = *pK;
45
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else if (islower(*px))
*py++ = toupper(*px);
if (index("ATGCU",*(py-1)))
natge+-+;
}
}
“py++="\0"
*py =0
(void) fclose(fp);
dna = natge > (tlen/3);
return(pseq-+4);
}
char *
g_calloc(msg, nx, z) Ce .. gcalloc
char *msg; /* program, calling routine */
int nx, sz; /* pumber and sizs of elements */
{
char *px, *calloc(;

if ((px = calloc((unsigned)nx, (unsigned)sz)) = 0) {
if (*msg) {
fprintf{stderr, "%s: g_calloc() failed %= (n=%d, sz=%d)\n", prog, mag, nx,

8%);
exit(I);
}

}

retarn{px);
}
.
* get final jmps from dx[] or tmp file, set pp[], reset dmax: main()
*/
readjmps() readjmps
{

jnt fd=-1;

int siz, i0, il;
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register i, j, xx;

if (fj) {
(vold) fclose(fj);
if (fd = open(jname, O_RDONLY, 0)) < 0) {
fprintf{stderr, "9%s: can't open() %s\n", prog, jname);

cleanup(1);
}
}
for (i =i0 =11 =0, dmax() = dmax, xx = len0; ; i++) {
while (1) {
for (j = dx[dmax).ijmp; j >= 0 && dx[dmax] jp.x[j] >= xx; j-)
~readjmps .
if (j <0 && dx[dmax].offset && 1) {
(void) lseek(fd, dx[dmax].offset, 0);
(void) read(fd, (char *)&dx[dmax].jp, sizeaf{(struct jmp));
(void) read(fd, (char *)&dx[dmax].offset, stzcof{dx[dmax].affset));
dxfdmax].ijmp = MAXIMP-1;
}
else
break;
}
if (i >=IMPS) {
fprintf{stderr, "%s: too many gapa in alignment\n”, prog);
cleanup(1);
}
£G>=0){

giz = dxfdmax].jp.nfjl;
xx = dx[dmax].jp.x{jl;

dmax += siz;
if (siz< 0) { /* gap in second seq */
pp[1).nfil] = -siz;
XX += §iz;
MFid=xx-yy+lenl-1
*/

47
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pp[1].x[i1] = xx - dmax + len} - 1;
EApY-+H,
ngapy == iz,
/* ignore MAXGAP when doing endgaps */
siz = (siz < MAXGAP || endgaps)? -siz : MAXGAP;
i1+
}
eloe if (aiz > 0) { /* gap in first seq */
ppl0)-nfi0] = siz;
ppi0]x[i0] = xx;
gApx-++;
DgAPX += &iZ;
* ignore MAXGAP when doing endgaps */
siz = (siz < MAXGAP || endgaps)? siz : MAXGAP;

04+
}
}
elge
break;
1
/* reverse the order of jmps
*/

for (§ =0, i0—; j < i0; j4++,i0-) {
i = pp[0]n(j); pp{0].n[j] = ppl0L.n[i0]; pp[0].n[i0] =i;
i = ppi0L.x[i): ppl0}x[j] = ppiClx[i0); ppl0}.x[i0] = i;
}
for (j =0, il—; j <il; j++, i1-) {
i = pp[1].n{j}; pp(1].0ij] = ppl1].nfil]; ppl1).nfil] =i;
i = pp[11.x[j}; pp[1].x[j] = pp[1]x[i1}; pp[1].x[i1] = i;
}
if(fd>=0)
(void) close(fd);
if (G){
(void) unlink(jname);
§=0;
offset = 0;
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* write a filled jrap struct offset of the prev one (if any): nw( -

./

writejmps(ix) writejmps
int ix:

char “*mktemp();

i (1) {

it (mktemp(jname) < 0} {
fprintf(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(1);

}
(void) fwrite((char *)&dx[ix].jp, sizeaf{struct jup), 1, f);
(void) frite((char *)&dx[ix].offset, sizeol(dx[ix].offeet), 1, fj);

The term "vector,” as used herein, is intended to refer to a nucleic acid molecule capable of
transporting another nucleic acid to which it has bean linked. One type of vector is 2 "plasmid”,
which refers to a circular double stranded DNA loop into which additional DNA segments may be
ligated. Another type of vector is a phage vector. Another type of vector is & viral vector, wherein
additional DNA regments may be ligated into the viral genome. Certain vectors are capable of
sutonomous replication in a host cell into which they are introduced (e.g., bacterial vectors having a
bacterial origin of replication and episomsl mammalian vectors). Other vectors (e.g., non-episomal
mammalian vectors) can be integrated into the genome of a hoat cell upon introduction into the host
cell, and thereby are replicated along with the host genome. Moreover, certain vectors are capable
of directing the expression of genes to which they are operatively linked. Such vectors are referred
to herein as "recombinant expression vectors” (or simply, "recombinant vectors”). In general,
expression vectors of utility in recombinant DNA techniques are often in the form of plasmids. In
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the present specification, "plasmid” and "vector" may be used interchangesbly as the plasmid is the
most commonly used form of vector.

"Polymiclectide," or "nucleic acid," as used interchangeably herein, refer to polymers of
nucleotides of any length, and include DNA and RNA. The nucleotides can be deoxyribonuclectides,
ribonucleotides, modified nucleotides or bases, and/or their anslogs, or any substrate that can be
incorporated into a polymer by DNA or RNA polymerase, or by a synthetic reaction. A
polymucleotide may comprise modified mcleotides, such ag methylated nucleotides and their analogs.
If present, modification to the nucleotide stracture may be imparted before or after assembly of the
polymer. The sequence of nucleotides may be interrupted by non-nucleotide components. A
polymucleotide may be further modified after synthesis, such as by conjugation with a label. Other
types of modifications inclnde, for example, "caps”, substitution of one or more of the naturally
occurring nucleotides with an analog, internucleotide modificétions such as, for example, those with
uncharged linkages (6.g., methyl phosphonates, phosphotriesters, phosphoamidates, carbamates, etc.)
and with charged linkages (e.g., phosphorothioates, phosphorodithioates, ete.), those containing
peadant moieties, such as, for example, proteins (¢.g., nucleases, toxins, antibodies, signal peptides,
ply-L-lysine, etc.), those with intercalators (e.g., acridine, psoralen, etc.), those contrining chelators
(c.g., metals, radioactive metals, boron, oxidative metals, etc.), those containing alkylators, those with
maodified linkages (e.g., alpha anomeric mucleic acids, etc.), as well as unmodified forms of the
polynucleotide(s). Purther, any of the hydroxyl groups ordinarily present in the sugars may be
replaced, for example, by phosphonate groups, phosphate groups, protected by standard protecting
groups, or activated to prepare additional linkages to additional nucleotides, or may be conjugated to
solid or semi-solid supports. The 5' and 3' terminal OH can be phosphorylated or substituted with
amines or organic capping group moieties of from 1 to 20 carbon atoms. Other hydroxyls may also
be derivatized to standard protecting groups. Polymucleotides can also contain analogous forms of
riboss or deoxyribose sugars that are generally known in the art, including, for example, 2'-O-methyl-
+ 2-O-allyl, 2'-fluoro- or 2'-azido-ribose, carbocyclic sugar analogs, .alpha.-anomeric sugars, epimeric
sogars such as arabinose, xylones_or lyxoses, pyranose sugams, faranose sugars, sedoheptulosea,
acyclic analogs and abasic nucleoside analogs such as methyl riboside. One or more phosphodiester
linkages may be replaced by elternative linking groups. These alternative linking groups include, but
are not limited to, embodiments wherein phosphate is replaced by P(O)S("thioate"), P(S)S
("dithicate™), "(O)NR.sub.2 ("amidate"), P(O)R, P(O)OR', CO or CH.sub.2 ("formacetal"), in which
each R or R' is independently H or substitoted or unsubstitated alkyl (1-20 C.) optionally containing
an ether (-O-) linkage, aryl, alkenyl, cycloalkyl, cycloalkenyl or araldyl. Not all linknges in a
polynucleotide need be identical. The preceding description applies to all polynucleotides referred to
herein, including RNA and DNA.

"Oligonucleotide," as used herein, generally refers to short, generally single stranded,
genenally synthetic polynncleotides that are generslly, but not necessarily, less than about 200
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nucleotides in length. The terms "oligonucleotide” and "polynucleotide” are not mntually exclusive.
‘The description above for polynucleotides is equally and fully applicable to oligonucleotides.

The term “hepatocyte growth factor” or “HGF", as used herein, refers, unless specifically or
contextnally indicated otherwise, to any native or variant (whether native or synthetic) HGF
polypeptide that is capable of activating the HGF/c-met signaling pathway under conditions that
permit such process to occur. The term “wild type HGF” generally refers to a polypeptide comprising
the amino acid sequance of a naturally occurring HGF protein. Thet term “wild type HGF sequence™
generally refers to an amino acid sequence found in a naturally occurring HGF.

The terms "antibody” and “immunoglobulin™ are used interchangeably in the broadest sense
and include monoclonal antibodies (e.g., full length or intact monoclonal antibodies), polyclonal
antibodies, mnltivalent antibodies, nmltispecific antibodies (e.g.. bispecific antibodies so long as they
exhibit the desired biological activity) and may algo include certain antibody fragments (as described
in greater detail herein). An antibody can be buman, humenized and/or affinity matured.

" Antibody fragments” comprise only a portion of an intact antibody, whezein the portion
preferably retains at least one, preferably most or all, of the fonctions normally associated with that
portion when present in an intact antibody. In one embodiment, an antibody fragment comprises an
antigen binding site of the intact antibody and thus retains the ability to bind antigen. In another
embodiment, an antibody fragmeat, for example one that comprises the Fc region, retains at least one
of the biological functions normally associated with the Fc region when present in an intact nni_ibody.
such as FcRn binding, antibody half life modulstion, ADCC function and complement binding. In
one embodiment, an antibody fragment is a monovalent antibody that has an in vivo half life
substantially similar to an intact antibody. For example, such an antibody fragment may comprise on
antigen binding arm linked to an Fc sequence capable of conferring in vivo stability to the fragment.
In one embodiment, an entibody of the invention is a one-armed antibody as described in
WO02005/063816. In one embodiment, the one-armed antibody comprises Fe nmitations constituting
“knobs” and “holes™ as described in W02005/063816. For example, a hole mutation can be one or
more of T366A, L368A and/or Y407V in an Fc polypeptide, and & cavity mutation can be T366W,

The term "monoclonal antibody™ as used herein refers to an antibody obtained from a
population of substantially homogeneous antibodies, i.e., the individual antibodies comprising the
population are identical except for possible naturally occurring mntations that may be present in
minor amounts. Monoclonal antibodies are highly specific, being directed against a single antigen.
Furthermore, in contrast to polyclonal antibody preparations that typically include different antibodies
directed against different determinants (epitopes), each monoclonal antibody is directed against a
single determinant on the antigen.

The monoclonal antibodies herein specifically inchde "chimeric” antibodies in which a
portion of the heavy and/or light chain is identical with or homologous to correspanding sequences in
antibodies derived from a particular species or belonging to a particular antibody cless or subclass,
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while the remainder of the chain(g) is identical with or homologous to corresponding sequences in
antibodies derived from another species or belonging to another antibody class or subclass, as well as
fragments of such entibodies, so long as they exhibit the desired biological activity (U.S. Patent No.
4,816,567, and Morrison et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)).

"Humanized" forms of non-humsn (e.g., murine) antibodies are chimeric antibodies that
contain minimal sequence derived from non-human immnnoglobulin. For the most part, humanized
antibodies are human immunoglobulins (recipient antibody) in which residues from a hypervariable
region of the recipient are replaced by residues from a hypervariable region of a non-human species
(donor antibody) such as mouse, rat, rabbit or nonhuman primate having the desired specificity,
affinity, and capacity. In some instances, framework region (FR) residues of the human
immunoglobulin are replaced by corresponding non-human residnes. Furthermore, humanized
antibodies may comprise residues that are not found in the recipient antibody or in the donor
antibody. These modifications are made to further refine antibody performance. In general, the
humanized antibody will comprise substantially all of at least one, and typically two, variable
domains, in which all or substantially all of the hypervariable loops correspond to those of a non-
human immunoglobulin and all or substentially all of the FRs are those of & human immmnoglobulin
sequence. The homenized antibody optionally will also comprise at least a portion of an
immmunoglobulin constant region (Fc), typically that of a human immunoglobulin. For further details,
see Jones ef al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988); and
Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992). Ses also the following review articles and
references cited therein: Vaswani and Hamilton, Ann. Allergy, Asthma & Immunol. 1:105-115 (1998);
Harmis, Biochem. Soc. Transactions 23:1035-1038 (1995); Hurle and Gross, Curr. Op. Biotech. 5:428-
433 (1994).

An “antigen” is a predetermined antigen to which an antibody can selectively bind. The
target antigen may be polypeptide, carbohydrate, nucleic acid, lipid, hapten or other naturally
occurring or synthetic compound. Preferably, the target antigen is a polypeptide. An “acceptor
human framework” for the purposes herein is a framework comprising the amino acid sequence of a
VL or VH framewark derived from a human immumogiobulin framework, or from a human consensus
framework. An acceptor human fremework “derived from” a human immunoglobulin framework or
human consensus framework may comprise the same amino acid sequence thereof, or may contain
pre-existing amino acid sequence changes. Where pre-existing amino acid changes are present,
preferably no more than 5 and preferably 4 or less, or 3 or less, pre-existing amino acid changes are
present. Where pre-existing amino acid changes are present in a VH, preferably those changes are
only st three, two or one of positions 71H, 73H and 78H; for instance, the amino acid residues at
those positions may be 71A, 73T and/or 78A. In one embodiment, the VL acceptor lmman
framework is identicel in sequence to the VL human immunoglobulin framework sequence or human
consensus frmmework sequence.
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A “human consensus framework” is a framework which represents the most commonly
occurring amino acid residue in a selection of buman immunoglobulin VL or VH framework
sequences. Generally, the selection of human immmumnoglobulin V1. or VH sequences is from a
subgroup of variable domain sequences. Generally, the subgroup of sequences iz a subgroup &s in
Kabat e al. In one embodiment, for the VL, the subgroup is subgroup kappa I as in Kabat et al. In
one embodiment, for the VI, the subgroup is subgroup III as in Kabat ez al

A “VH subgroup III consensus framework™ comprises the consensus sequeace obtained from
the amino acid sequences in variable heavy subgroup III of Kabat ef al. In one embodiment, the VH
subgroup Il consensus framework amino acid sequence comprises at least a portion or all of each of
the following sequences: EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NQ:42)-H1-
WVRQAPGKGLEWYV (SEQ ID NO:43)-H2-RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC (SEQ
ID NO:44)-H3-WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:45).

A “VL sebgroup I consensus framework” comprises the consensus sequence obtained from
the amino acid sequences in variable light kappa subgroup I of Kabat ef al. In one embodiment, the
VH subgroup I consensus framework amino acid sequence comprises at least & portion or all of each
of the following sequences:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO:46)-L1-WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO:47)-
L2-GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO:48)-L3-FGQGTKVEIK (SEQ ID
NO:49). . '
An “unmodified human framework” is a human framework which has the same amino acid
sequence as the acceptor human framework, e.g. lacking human to non-human amino acid
substitution(s) in the acceptor homan framework.

An “nltered hypervariable region” for the purposes herein is & hypervariable region
comprising one or more (e.g. one to about 16) amino acid substitution(s) therein.

An “un-modified hypervariable region" for the porposes herein is a hypervariable region
having the same amino acid sequence as a non-human antibody from which it was derived, i.c.- one
which lacks one or more amino acid substitutions therein.
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The term “hypervariable region™, “HVR", or “HV", when used herein refers to the regions of
an antibody variable domain which are hypervariable in sequence and/or form structorally defined
loops. Generally, antibodies comprise six hypervariable regions; three in the VH (H1, H2, H3), and
three in the VL (L1, L2, L3). A number of hypervariable region delineations are in use and are

. encompassed herein. The Kabat Complementarity Determining Regions (CDRs) are based on

sequence varisbility and are the most commonly used (Kabat et al, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD.
(1991)). Chothia refers instead to the location of the stroctural loops (Chothia and Lesk J. Mol. Biol
196:901-917 (1987)). The AbM hypervariable regions represent a compromise between the Kabat
CDRs and Chothia structural loops, and are used by Oxford Molecular’s AbM antibody modeling
software. The “contact” hypervariable regions are based on an analysis of the available complex
crystal structures. The residues from each of these hypervariable regions are noted below.
LoopKebat AbM  Chothin Contact
L1 L24134 124134 126132 L30L36
L2 L50-L56 L5S0-L56 L50-L52 146-LSS
L3 L89-197 L89-197 L91196 LB89-L96
H1l H31-H35B H26-H35B H26-H32 H30-H35B

(Kabat Numbering)
H1l H31-H35 H26-H35 H26-H32 H3(0-H35

(Chothia Numbering)
H2 H50-H65 HS5S0-H58 HS53-H55 H47-HS8
H3 H95-HI102 H95-HI02 H96-HI01 H93-HI01

Hypervariable regions roay comprise “extended hypervariable regions” as follows: 24-36 or 24-
34 (1), 46-56 or 50-56 (L'2) and 89-97 (L3) in the VL and 26-35 (H1), 50-65 or 49-65 (H2) and 93-
102, 94-102 or 95-102 (H3) in the VH. The variable domain residuss are mumbered according:to
Kabat et al., supra for each of these definitions.

"Framework" or "FR" regidues are those varisble domain residues other than the
hypervarisble region residues as herein defined.

A “human antibody” is one which possesses an amino acid sequence which corresponds to
that of an antibody produced by a human and/or has been made using any of the techniques for
making human antibodies as disclosed herein. This definition of a human antibody specifically
exchudes a humanized antibody comprising non-human antigen-binding residues.

An “affinity matured” antibody is one with one or more alterations in one or more CDRs
thereof which regult in an improvement in the affinity of the antibody for antigen, compared to a
parent antibody which does not possess those alteration(s). Preferced affinity matnred antibodies will
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bave nanomolar or even picomolar affinities for the target antigen. Affigity matured antibodics are
produced by procedures known in the art. Marks et al. Bia/Technology 10:779-783 (1992) describes
affinity matnration by VH and VL domain shuffling. Random nmtagenesis of CDR and/or framework
residues is deacribed by: Barbas et al. Proc Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-3813 (1954); Schier et al.
Gene 169:147-155 (1995); Yelton et al. J. Immumol. 155:1994-2004 (1995); Jackson et al., J.
Immmol. 154(7):3310-9 (1995); and Hawkins et al, J. Mol. Biol. 226:889-896 (1992).

A *blocking” antibody or an “antagonist” antibody is one which inhibits or reduces biological
activity of the antigen it bind. Preferred blocking antibodies or antagonist antibodies substantially or
completely inhibit the biological activity of the antigen.

An “agonist antibody”, as used herein, is an antibody which mimics at least one of the
fanctional activities of a polypeptide of interest.

A "disorder" is any condition that wonld benefit from treatment with a substance/molecule or
method of the invention. This incindes chronic and acute disorders or diseases including those
pathological conditions which predispose the mammal to the disorder in question. Non-limiting
examples of disordes to be treated herein include malignant and benign tumors; non-leukemias and
lymphoid malignancies; neuronal, glial, astrocytal, hypothalamic and other glandular, macrophagal,
epithelial, stromal and blastocoelic disorders; and inflammatory, immmnologic and other

The terms “cell proliferative disorder” and “proliferative disorder” refer to disorders that are
agsaciated with some degree of abnormal cell proliferation. In one embodiment, the cell proliferative
disorder ia cancer.

"Tumor”, as used herein, refers to all neoplastic cell growth and proliferation, whether
malignant or benign, and all pre-cancerous and cancerous cells and tissues. The terms “cancer”,
“cancerous”, “cell proliferative disordes”, “proliferative disorder™ and “tumor” are not mutually
exclusive as refecred to hersin.

The terms "cancer" and “cancerous” refer to or describe the physiological condition in
mammals that is typically characterized by unregulated cell growth/proliferation. Examples of cancer
include but are not limited to, carcinoma, lymphoma, blastoma, sarcoma, and leukemia. More
particular examples of such cancers include squamous cell cancer, amall-cell lung cancer, non-small
cell lnng cancer, adenocarcinoma of the lung, squamous carcinoma of the lung, cancer of the
peritanenm, hepatocellular cancer, gastrointestinal cancer, pancreatic cancer, glioblastoma, cervical
cancer, ovarian cancer, liver cancer, bladder cancer, hepatoma, breast cancer, colon cancer, colorectal
cancer, endometrial or uterine carcinoma, salivary gland carcinoma, kidney cancer, liver cancer,
prostate cancer, vulval cancer, thyroid cancer, hepatic carcinoma and various types of head and neck
cancer.
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Dysregulation of angiogenesis can lead to many disorders be treated by compositions
and methods of the invention. These disorders include both non-neoplastic and neoplastic conditions.
Neoplastics include but are not limited those described above. Non-neoplastic disorders include but
are not limited to undesired or aberrant hypertrophy, arthritis, theumatoid arthritis (RA), psoriasis,
psoriatic plaques, sarcoidosis, atherosclerosis, atherosclerotic plaques, diabetic and other proliferative
retinopathies inchading retinopathy of prematurity, retrolental fibroplasia, neovascular glancoma, age-
related macular degeneration, diabetic macular edema, corneal neovascularization, corneal graft
neovascularization, corneal graft rejection, retinal/choroidal neovascularization, neovascularization of
the angle (rubeosis), ocular necvascular disease, vascular restenosis, arteriovenons malformations
(AVM), meningioma, hemangioma, angiofibroma, thyroid hyperplasias (including Grave's disease),
comeal and other tissue transplantation, chronic inflammation, lung inflammation, acute lung
injury/ARDS, sepsis, primary pulmonary hypertension, malignant palmonary effosions, cerebral
edema (e.g., associated with acute stroke/ closed head injury/ trauma), synovial inflammation, panms
formation in RA, miyogitis ossificans, hypertropic bone formation, osteoarthritis (OA), refractory
ascites, polycystic ovarian disease, endometriosis, 3rd spacing of fluid diseasea (pancreatitis,
compartment syndrome, borns, bowel disease), uterine fibroids, premature laboer, chronic
inflammation such as IBD (Crohn's disease and ulcerative colitis), renal allograft rejection,
inflammatory bowel disease, nephrotic syndrome, undesired ar aberrant tissue mass growth (non-
cancer), hemophilic joints, hypertrophic scars, inhibition of hair growth, Osler-Weber syndrome,
pyogenic gramuloma retrolental fibroplasias, scleroderma, trachoma, vascular adhesions, synovitis,
dermatitis, preeclampsia, ascites, pericardial effugion (such as that associated with pericarditis), and
pleural effusion.

As used herein, “treatment” refers to clinical intervention in an attempt to alter the natiral
courss of the individual or cell being treated, and can be performed either for prophylaxis or during
the course of clinical pathology. Desirable effects of treatment include preventing occarmence ar
recurrencs of disease, alleviation of symptoms, diminishment of any direct or indirect pathological
consequences of the disease, preventing metastnsis, decreasing the rate of disease progression,
amelioration or palliation of the disease state, and remission or improved prognosis. In some
embodiments, antibodies of the invention are used to delay development of a disease or disorder.

An "effective amount” refers to an amount effective, at dosages and for periods of time
necessary, to achieve the desired therapeutic or prophylactic result.

A “therapentically effective amount” of a substance/molecule of the invention, agonist or
antagonist may vary according to factors such as the disease state, age, sex, and weight of the
individual, and the ability of the subatance/molecule, agonist or antagonist to elicit a desired response
in the individual. A therapeutically effective amount is also one in which any toxic or detrimental
effects of the substance/molecule, agonist or antagonist are cutweighed by the therapeutically
beneficial effects. A "prophylactically effective amount” refess to sn amount effective, at dosages
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and for periods of time necessary, to achieve the desired prophylactic result. Typically but not
necessarily, since a prophylactic dose is used in subjects prior to or at an earlier stage of disease, the
prophylactically effective amount will be leas then the therapeutically effective amount.

The term "cytotoxic agent” as used herein refers to a substance that inhibits or prevents the
function of cells and/or causes destruction of cells. The term is intended to include radioactive
isotopes (e.g., At), I}, 1'%, Y%, Re'®, Re'®, Sm!®, Bi?'2, P® and radioactive isotopes of Lu),
chemotherapeutic agents e.g. methotrexate, adriamicin, vinca alkaloids (vincrdstine, vinblastine,
etoposide), doxorubicin, melphalan, mitomycin C, chlorambucil, daunorubicin or other intercalating
agents, enzymes and fragments thereof such ax micleclytic enzymes, antibiotics, and toxins such as
small molecals toxins or enzymaticaily active toxing of bacterial, fungal, plant or animal origin, |
incloding fragments and/or variants thereof, and the varions antitnmor or anticancer agents disclosed
below. Other cytotoxic agents are described below. A tnmoricidal agent canses destroction of tumor
cells,

A "chemotherapentic agent” is a chemical compound useful in the treatment of cancer.
Examples of chemotherapeutic agents include alkylating agents such as thiotepa and CYTOXAN®
cyclosphosphamide; alkyl sulfonates such as busulfan, improsulfan and piposulfan; aziridines such as
benzodopa, carboquone, metnredopa, and uredopa; ethylenimines and methylamelamines including
altretamine, triethylenemelamine, trietylenephosphoramide, triethiylenethiophosphoramide and
trimethylolomelamine; acetogenins (especially bullatacin and bullatacinone); delta-9-
tetrahydrocannabinol (dronsbinol, MARINOL®); beta-lapachone; lapachol; colchicines; betnlinic
acid; a camptothecin (including the synthetic analogue topotecan (HYCAMTIN®), CPT-11
(irinotecan, CAMPTOSAR®), acetylcamptothecin, scopolectin, and 9-aminocamptothecin);
bryostatin; callystatin; CC-1065 (including its adozelesin, carzelesin and bizelesin synthetic
analogues); podophyllotoxin; podophyllinic acid; teniposide; cryptophycins (particularly cryptophycin
1 and cryptophycin 8); dolastatin; duocarmycin (including the synthetic analogunes, KW-2189 and
CB1-TM1); eleutherobin; pancratistatin; a sarcodictyin; spongistatin; nitrogen mmstards such as
chlorambucil, chlomaphazine, cholophosphamide, estramustine, ifosfamide, mechlorethamine,
mechlorethamine oxide hydrochloride, melphalan, novembichin, phenesterine, prednimmustine,
trofosfamide, wracil mmstard; nitrosureas such as carmmstine, chlorozotocin, fotemustine, lonmstine,
nimustine, and ranimnustine; antibiotica such as the enediyne antibiotics (e. g., calicheamicin,
especially calicheamicin gammall and calicheemicin omegall (see, e.g., Aguew, Chem Inil. Ed.
Engl., 33: 183-186 (1994)); dynemicin, incinding dynemicin A; an esperamicin; as well as
neocarzinostatin chromophore and related chromoprotein enediyne antiobiotic chromophores),
aclacinomysins, actinomycin, authramycin, azasetine, bleomycins, cactinomycin, carabicin,
carminomycin, carzinophilin, chromomycinis, dactinormycin, deunorubicin, detorubicin, 6-diazo-5-
oxo-L-norisucine, ADRIAMYCIN® doxarubicin (inclnding morpholino-doxorubicin,
cyanomorpholino-doxorubicin, 2-pyrrolino-doxorubicin and deoxydoxorubicin), epirubicin,
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esorubicin, idarubicin, marcellomycin, mitomycins such as mitonyycin C,\mycophenolic acid,
nogalamycin, olivomycins, peplomycin, potfiromycin, puromycin, quelamycin, rodorubicin,
streptonigrin, streptozocin, tubercidin, ubenimex, zinostatin, zorubicin; anti-metabolites such as
methotrexate and S-fluorouracil (5-FU); folic acid analogues such as denopterin, methotrexate,
pteropterin, trimetrexate; purine analogs such as fludarabine, 6-mercaptopurine, thiamiprine,
thioguanine; pyrimidine analogs such as ancitabine, azacitidine, 6-azauridine, carmofur, cytarabine,
dideoxyuridine, doxifluridine, enocitabine, floxuridine; androgens such as calusterone,
dromostanolone propionate, epitiostanol, mepitiostane, testolactone; anti- adrenals such as
aminoglutethimide, mitotane, trilostane; folic acid replenisher such as frolinic acid; aceglatone;
aldophosphamide glycoside; aminolevulinic acid; eniluracil; amsacrine; bestrebucil; bisantrene;
edatraxate; defofamine; demecolcine; diaziquone; elfornithine; elliptiniam acetate; an epothilone;
etoglucid; gallium nitrate; hydroxyurea; lentinan; lonideinine; maytansinoids such as maytansine and
ansamitocins; mitognazone; mitoxantrone; mopidanmol; nitraerine; pentostatin, phenamet;
pirarubicin; losoxantrone; 2-sthylhydrazide; procarbazine; PSK® polysaccharide complex (JHS
Natural Products, Engene, OR); razoxane; rhizoxin; sizofiran; spirogermanium; tenunazonic acid;
triaziquone; 2,2',2"-trichlorotriethylamine; trichothecenes (especially T-2 toxin, verracurin A, roridin
A and anguidine); urethan; vindesine (ELDISINE®, FILDESIN®); dacarbazine; mannomustine;
mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gacytosine; arabinoside ("Am-C™); thiotepe; taxcids, e.g.,
TAXOL® paclitaxel (Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, NJ.), ABRAXANE™ Creniophor-
free, albumin-engineered nanoparticle forrmilation of peaclitaxel (American Pharmaceutical Partners,
Schaumberg, Hllinois), and TAXOTERE® doxetaxcl (Rhéne-Poulenc Rorer, Antony, France);
chloranbucil; gemcitabine (GEMZAR®); G-thioguanine; mercaptopurine; methotrexate; platimum
analogs such as cisplatin and carboplatin; vinblastine (VELBAN®); platinum; etoposide (VP-16);
ifosfamide; mitoxantrone; vincristine (ONCOVIN®); oxaliplatin; leucovovin; vinorelbine
(NAVELBINE®); novantrone; edatrexate; dannomycin; aminopierin; ibandronate; topoisomerase
inhibitor RFS 2000; difluorometlhylornithine (DMFO); retinoids such as retinoic acid; capecitabine
(XELODA®); pharmacentically acceptable salts, acids or derivatives of any of the above; as well as
combinations of two or more of the above such as CHOP, an abbreviation for a combined therapy of
cyclophosphamids, doxorubicin, vincristine, and prednisolone, and FOLFOX, an abbreviation for a
treatment regimen with oxaliplatin (ELOXATIN™) combined with 5-FU and leucovovin.

Algo included in this definition are anti-hormonal agents that act to regnlate, reduce, block, or
inhibit the effects of hormones that can promote the growth of cancer, and are often in the form of
gystemic, or whole-body treatment. They may be hormones themselves. Examples include anti-
estrogens and selective estrogen receptor modulators (SERMs), including, for example, tamoxifen
(including NOLVADEX® tamoxifen), EVISTA® maloxifene, droloxifene, 4-hydroxytamoxifen,
trioxifene, keoxifene, 1.Y117018, onzpristone, and FARESTON® toremifene; anti-progesterones;
estrogen receptor down-regulators (ERDs); agents that fanction to sappress or shut down the ovaries,
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for example, leutinizing hormone-releasing hormone (LHRH) agonists such as LUPRON® and
ELIGARD® leuprolide acetate, goserelin acetate, buserelin acetate and tripterelin; other anti-
androgens such as flutamide, nilutamide and bicalutamide; and aromatnse inhibitors that inhibit the
enzyme sromatase, which regulates estrogen production in the adrenal glands, such as, for example,
4(5)-imidazoles, aminoglntethimide, MEGASE® megestrol acetate, AROMASIN® exemestane,
formestanie, fadrozole, RIVISOR® vorozole, FEMARA® letrozole, and ARIMIDEX® anastrozole.
In addition, such definition of chemotherapeutic agents includes bisphosphonates such as clodronate
(for example, BONEFOS® or OSTAC®), DIDROCAL® etidronate, NE-58095, ZOMETA®
zoledronic acid/zoledronate, FOSAMAX® alendronate, AREDIA® pamidronate, SKELID®
tiludronate, or ACTONEL® risedronate; as well as troxacitabine (a 1,3-dioxolane nucleoside cytosine
analog); antisenss oligonucleotides, particularly those that inhibit expression of genes in signaling
pathways implicated in abherant cell proliferation, such as, for example, PKC-alpha, Raf, H-Ras, and
epidermal growth factor receptor (EGF-R); vaccines such as THERATOPE® vaccine and gene
therapy vaccines, for example, ALLOVECTIN® vaccine, LEUVECTIN® vaccine, and VAXID
vaccine; LURTOTBECAN®) topoisomerase 1 mhihitor; ABARELIX® rmRH; lapatinib ditosylate (an
BErbB-2 and EGFR dual tyrosine kinase small-molecule inhibitor also known as GW572016); and
pharmacentically acceptable salts, acids or derivatives of any of the above.

A "growth inhibitory agent™ when used bherein refers to a compound or composition which
inhibits growth of a cell whose growth is dependent upon HGF/c-met activation either in vitro or in
vivo. Thus, the growth inhibitory agent may be one which significantly reduces the percentage of
HGF/c-met-dependent cells in S phase. Examples of growth inhibitory agents include agents that
block cell cycle progression (at & place other than S phase), such as agents that induce G1 arrest and
M-phase arrest. Classical M-phase blockers include the vincas (vincristine and vinblastine), taxanes,
and topoisomerase II inhibitors such as doxorubicin, epirubicin, dauncrubicin, etoposide, and
bleomycin. Those agents that arrest G1 also spill over into S-phase arrest, for example, DNA
alkylating agents snch ss tamoxifen, prednisone, dacarbazine, mechlorethamine, cisplatin,
methotrexate, 5-flnorouracil, and ara-C. Further information can be found in The Molecnlar Basis of
Cancer, Mendelgohn and Israel, eds., Chapter 1, entitled "Cell cycle regulation, oncogenes, and
antineoplastic drugs™ by Murakami et al. (WB Saunders: Philadelphia, 1995), especially p. 13. The
taxanes (paclitaxel and docetaxel) are anticancer drugs both derived from the yew tree. Docetaxel
(TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer), derived from the European yew, is a semisynthetic analogue
of paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb). Paclitaxe] and docetaxel promote the assembly of
microtubules from tubulin dimers and stabilize microtubules by preventing depolymerization, which
results in the inhibition of mitosis in celis.

“Doxorubicin” is an anthracycline antibiotic. The full cherical name of doxorubicin is (8S-
cis)-10-[(3-amino-2,3,6-trideoxy-a-L-lyxo-hexapyranosyl)oxy}-7,8,9,10-tetrahydro-6,8,11-
trihydroxy-8-(hydroxyacetyl)-1-methoxy-5,12-naphthacenedione.

39



10

15

35

b&

WO 2006015371 PCT/US2005/027626

Reduction or elimination of a HAMA:uponse is & significant aspect of clinical development
of suitable therapeutic agents. See, e.g., Khaxzaeli et al., J. Natl. Cancer Inst. (1988), 80:937; Jaffers
et al, Transplantation (1986), 41:572; Shawler et al., J. Immunol. (1985), 135:1530; Sears et al., J.
Biol. Response Mod. (1984), 3:138; Miller et al., Blood (1983), 62:988; Hakimi et al., J. Imnmnol.
(1991), 147:1352; Reichmann et al., Nature (1988), 332:323; Junghans et al., Cancer Res. (1990),
50:1495. As described herein, the invention provides antibodies that are hamanized such that
HAMA response is reduced or eliminated. Variants of these antibodies can further be obteined using
routine methods known in the art, some of which are further described below.

For example, an amino acid sequence from an antibody as described herein can serve as a
gtarting (parent) sequence for divessification of the framework and/or hypervariable sequence(s). A
selected framework sequence to which a starting hypervariable sequence is linked is referred to herein
as an acceptor human framewaork. While the acceptor human frameworks may be from, or derived
from, a humean immunoglobulin (the VL. and/or VH regions therecf), preferably the acceptor human
frameworks amftmp.ordedvedﬁogn.ahumncomaim@amewmksequmeumchﬁnmmmh
have been demonstrated to have minimal, or no, immunogenicity in human patients.

Where the acceptor is derived from a human immunoglobulin, one may optionally select a
human framework sequence that is selected based on its homology to the donor framework sequence
by aligning the donor framework sequence with various human framework sequences in a collection
of human framework sequences, and select the most homologous framework sequence as the
acceptor.

In one embodiment, human consensas frameworks herein are from, or derived from, VH
subgroup IIl and/or VL kappa subgroup I consensus framework sequences.

Thus, the VH acceptor hnman framework may comprise one, two, three or all of the following
framework sequences: .
FR1 compriging EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO:42),

FR2 comprising WVRQAPGKGLEWYV (SEQ ID NO:43),
FR3 comprising FR3 comprises RFTISX1DX2SKNTX3YLQMNSLRAEDTAVYYC (SEQ ID
NO:50), wherein X1is AorR,X2isTorN,and X3 is A orL,
FR4 comprising WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:45).
Examples of VH consensus frameworks include:
human VH subgroup I consensus framework minus Kabat CDRs (SEQ ID NO:19);
human VH subgroup I consensus framework minus extended hypervariable regions (SEQ ID NOs:20-
22),
human VH subgroup I consensos framework mims Kabat CDRs (SEQ ID NO:23);
human VH subgroup I consensus framework minus extended hypervariable regions (SEQ ID
NOs:24-26);
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haman VH subgroup III consensus framework minus Kabat CDRs (SEQ ID NO:27);

humean VH subgroup III consensus framework minus extended hypervariable regions (SEQ ID
NO:28-30);

human VH acceptor framework minua Kabat CDRs (SEQ ID NO:31);

buman VH acceptor framework minus extended hypervariable regions (SEQ ID NOs:32-33);
human VH acceptor 2 framework minus Kabat CDRs (SEQ ID NO:34); or

human VH acceptor 2 framework minus extended hypervariable regions (SEQ ID NOs:35-37).

In one embodiment, the VH acceptor human framework comprises one, two, three or all of

the following framework sequences:

FR1 comprising EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO:42),

FR2 comprising WVRQAPGKGLEWYV (SEQ ID NO:43),

FR3 comprising RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYC (SEQ ID NO:51),
RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCA (SEQ ID NO:52),
RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAR (SEQ ID NO:53),
RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCS (SEQ ID NO:54), or
RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSR (SEQ ID NO:55)

FR4 comprising WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:45).

The VL acceptor humen framework may comprise one, two, three or all of the following

framework sequences:

FR1 comprising DIQMTQSPSSLSASVGDRVTIIIC (SEQ ID NO:46),

FR2 comprising WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO:47),

FR3 comprising GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO:48),
FR4 comprising FGQGTKVEIK (SEQ ID NO:49).

Examples of VL framewories include:

human VL inppa subgroup I consensus framework (SEQ ID NO:38);

homan VL kappa subgroup I consensus framework (SEQ ID NO:39);

human VL kappa subgroup III consensus framework (SEQ ID NO:40); or

human VL keppa subgroup IV consensus framework (SEQ ID NO:41)

While the acceptor may be identical in sequence to the human framework sequence selected,
whether that be from a humsan immmnoglobulin or a human consensus framework, the present
invention contemplates that the acceptor sequence may comprise pre-existing amino acid substitutions
relative to the human immmnoglobulin sequence or human consensus framework sequence. These
pre-existing substitutions are preferebly minimal; usually four, three, two or one amino acid
differences only relative to the lmman imnmnoglobulin sequence or consensns framework sequence.

Hypervarisble region residues of the non-human antibody are incorporated into the VL and/or
VH acceptor human frameworks. For example, one may incorporate residues corresponding to the
Kabet CDR residues, the Chothia hyperveriable Joop residues, the Abm residnes, and/or contact
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residues. Optionally, the extended hypervariable region residues as follows are incorporated: 24-34
(L1), 50-56 (L2) and 89-97 (L3), 26-35 (H1), 50-65 or 49-65 (H2) and 93-102, 94-102, or 95-102
(H3).

While “incarporation”™ of hypervariable region residues is discussed herein, it will be
appreciated that this can be achieved in various ways, for example, mucleic acid encoding the desired
amino acid sequence can be generated by mutating nucleic acid encoding the mouse variable domain
sequence so that the framework residues thereof are changed to acceptor humean framework residues,
or by mutating mucleic acid encoding the buman variable domain sequence so that the hypervariable
domain residues are changed to non-human residues, or by synthesizing nucleic acid encoding the
desired sequence, elc. '

In the examples herein, hypervariable region-grafted variants were generated by Kunkel
mutagenesis of nncleic acid encoding the human acceptor sequences, using a separate oligonucleotide
for each hypervariable region. Kunkel et al, Methods Enzymol. 154:367-382 (1987). Appropriate
changes can be introduced within the framework and/or hypervariable region, using routine
techniques, to correct and re~establish proper hypervariable region-antigen interactions.

Phage(mid) display (also refexred to herein as phage display in some contexts) can be used as
a convenient and fast method for generating and screening many different potential variant antibodies
in a library generated by sequence randomization. However, other methods for meking and screening
aitered sntibodies are available to the skilled person. '

Phage(mid) display technology has provided a powerful tool for generating and selecting
novel proteins which bind to a ligand, such as an antigen. Using the techniques of phage(mid) display
allows the generation of large libraries of protein variants which can be rapidly sorted for those
sequences that bind to a target molecule with high affinity. Nucleic acids encoding variant
polypeptides are generally fused to 8 micleic acid sequence encoding a viral coat protein, such as the
gene ITI protein or the gens VI protein. Monovalent phagemid display systems where the nncleic
acid sequence encoding the protein or polypeptide is fused to a nucleic acid sequence encoding a
portion of the gene ITI protein have been developed. (Bass, S., Proteins, 8:309 (1990); Lowman and
Woells, Mathods: A Companion to Methods in Enzymology, 3:205 (1991)). In a monovalent phagemid
display system, the gene fusion is expreased at low levels and wild type gene III proteins are also
expressed so that infectivity of the particles is retained. Methods of generating peptide libraries and
screening those libraries have been disclosed in many patents (e.g. U.S. Patent No. 5,723,286, U.S.
Patent No. 5,432, 018, U.S. Patent No. 5,580,717, U.S. Patent No. 5,427,908 and U.S. Patent No.
5,498,530).

Libraries of antibodies or antigen binding polypeptides have been prepared in & oumber of
ways including by sltering a single gene by inserting random DNA sequences or by cloning a family
of related genes. Methods for displaying antibodies or antigen binding fragments using phage(mid)
display have been described in U.S. Patent Nos. 5,750,373, 5,733,743, 5,837,242, 5,969,108,
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6,172,197, 5,580,717, and 5,658,727, The library is then screened for expression of antibodies or
antigen binding proteins with the desired chamacteristics.

Methods of substitoting an amino acid of choice into a template nucleic acid are well
established in the art, some of which are described herein. For example, hypervariable region
residues can be substituted using the Kunkel method. See, e.g., Kunkel ef al., Methods Enzymol.
154:367-382 (1987).

The sequence of oligonucleotides includes one or more of the designed codon sets for the
hypervariable region residues to be altered. A codon set is a set of different nucleotide triplet
sequences used to encode desired variant amino acids. Codon sets can be represented using symbols
to designate particular nucleotides or equimolar mixtures of nucleotides as shown in below according
to the TUB code.

' IUB CODES

G Guanine

A Adenine

T Thymine

C Cytosine

R(AorG)

Y{CorT)

M{AoaC)

K(GorT)

S(CorQG)

W(AorT)

HAorCorT)

B({CorGorT)

VYV (AorCorG)

D AorGoaT)H

N (AorCorGorT)

For example, in the codon set DVK, D can be mucleotides Aor GorT; Veanbe Aor G or C;
and K can be G or T. This codon set can present 18 different codons and can encode amino acids Ala,
Trp, Ty, Lys, Thr, Asn, Lys, Ser, Arg, Asp, Gln, Gly, and Cys.

Oligonucleotids or primer sets can be synthesized using stendard methods. A set of
oligonucleotides can be synthesized, for example, by solid phase syntbesis, containing sequences that
represent all possible combinations of mucleotide triplets provided by the codon set and that will
encode the desired group of amino acids. Synthesis of oligonncleotides with selected mucleotide
"degeneracy” at certain positions is well known in that art. Such sets of nucleotides having certain
codon sets can be synthesized uging commercial nucleic acid synthesizers (available from, for
example, Applied Biosystems, Foster City, CA), or can be obtained commercially (for example, from
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Life Technologies, Rockville, MD). Therefore, a set of oligonucleotides synthesized having a
particular codon set will typically include a plurality of oligonucleotides with different sequences, the
differences established by the codon set within the overall sequence. Oligonucleotides, as used
eccording to the invention, have sequences that allow for hybridization to a variable domain nucleic
acid template and also can include restriction enzyme sites for cloning purposes.

In one method, nucleic acid sequences encoding variant amino acids can be created by
oligonucleotide-mediated nmtagenegis. This technique is well known in the art as described by Zoller
et al. Nucleic Acids Res. 10:6487-6504(1987). Briefly, nucleic ecid sequences encoding variant
amino acids are created by hybridizing an oligomicleotide set encoding the desired codon sets 10 a
DNA template, where the template is the single-stranded form of the plasmid contrining a variable
region nucleic acid template sequence. After hybridization, DNA polymerase is used to synthesize an
entire second complementary strand of the template that will thus incorporate the oligonucleotide
primer, and will contain the codon sets as provided by the oligonucleotide set.

Generally, oligonucleotides of at least 25 mucleotides in length are nsed. An optimal
oligonucleotide will have 12 to 15 nucleotides that are completely complementary to the template on
either side oftlnnucleoﬁdﬂs)oodingforﬂnemtnﬁon(a).l This ensures that the oligonucleotide will
hybridize properly to the single-stranded DNA template molecule. The oligonucleotides are readily
synthesized using techniques known in the art such as that described by Crea et al., Proc. Nat'l. Acad.
Sci. USA, 75:5765 (1978).

The DNA template is generated by those vectors that are either derived from bacteriophage
M13 vectors (the commercially availeble M13mp18 and M13mp19 vectors are suitable), or those
vectors that contain a single-stranded phage origin of replication as described by Viera et al, Meth,
Engymol., 153:3 (1987). Thus, the DNA that is t0 be mmtated can be inserted into one of these vectors
in order to generate single-stranded template. Production of the single-stranded template is described
in sections 4.21-4.41 of Sambrook et al., above.

To alter the native DNA sequence, the oligonucleotide is hybridized to the single stranded
template under suitable hybridization conditions. A DNA polymerizing enzyme, usually T7 DNA
polymerzase or the Klenow fragment of DNA polymerase I, is then added to synthesize the
complementary strand of the template using the oligonucleotide as a primer for synthesis. A
heteroduplex molecule is thus formed such that one strand of DNA encodes the mutated form of gene
1, and the other strand (the original template) encodes the native, unaltered sequence of gene 1. This
heteroduplex molecule is then transformed into a suitable host cell, nsually a prokaryote such as E.
coli IM101. After growing the cells, they are plated onto agarose plates and screened using the
oligonucleotide primer radiolabelled with a 32-Phosphate to identify the bacterial colonies that
contain the mutated DNA.

The method described immediately above may be modified such that a homoduplex molecule
is created wherein both strands of the plasmid contsin the mutation(s). The modifications are as
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follows: The single stranded oligonucleotide is anncaled to the single-s template as described
above, A mixture of three deoxyribonucleotides, deoxyriboadenosine (dAATP), deoxyriboguanosine
(dGTP), and deoxyribothymidine (dTT), is combined with a modified thiodeoxyribocytosine called
dCTP~aS) (which can bs obtained from Amersham). This mixiure is added to the template-
oligonucleotide complex. Upon addition of DNA polymerase to this mixture, a strand of DNA
identical to the template except for the mutated bases is generated. In addition, this new strand of
DNA will contain dCTP-(aS) instead of dCTP, which serves to protect it from restriction
endonuclease digestion. After the template strand of the double-stranded heteroduplex is nicked with
an appropriate restriction enzyme, the template strand can be digested with ExolIl muclease or another
appropriate nuclease past the region that contains the site(s) to be nmtagenized. The reaction is then
stopped to leave a molecule that is only partielly single-stranded. A complete double-stranded DNA
homoduplex is then formed using DNA polymerase in the presence of all four deoxyribonucleotide
triphosphates, ATP, and DNA ligase. This homaduplex molecule can then be transformed into &
suitable host cell.

As indicated previgusly the sequence of the oligonucleotide set is of sufficient length to
hybridize to the template nucleic acid and may also, but does not necessarily, contain restriction sites.
The DNA template can be generated by those vectors that are either derived from bacteriophage M13
vectors or vectors that contain a single-stranded phage origin of replication as described by Viera et
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al Meth. Enzymol., 153:3 (1987). Thus, the DNA that is to be mutated nmst be ingerted into one of

these vectors in order to generate single-stranded template. Production of the single-stranded
t:;mplataisdesaibedinsectim4.21-4.4l of Sambrook ef al., supra.

According to another method, a library can be generated by providing upstream and -
downstream oligomucleotide sets, each set having a plurality of oligonucleotides with different
sequences, the different sequences established by the codon sets provided within the sequence of the
oligonucleotides. The upstream and downstream oligonacleotide sets, along with a variable domein
template mocleic acid sequence, can be used in a polymerase chain reaction to generate a “library” of
PCR products. The PCR products can be referred to as “mucleic acid cassettes™, as they can be fused
with other related or unrelated nucleic acid sequences, for example, viral coat proteins and
dimerization domains, uging established molecular biology techniques.

The sequence of the PCR primers includes one or more of the designed codon sets for ths
solvent accessible and highly diverse positions in a hypervariable region. As described above, &
codon set is a set of different pucleotide triplet sequences used to encode desired variant amino acids.

Antibody selectants that meet the desired criteria, as selected through appropriate
screening/selection steps can be isolated and cloned uaing standard recombinant techniques.

Vectors, Host Cells and Recombinant Methods

For recombinant production of an antibody of the invention, the mucleic acid encoding it is
isolated and inserted into a replicable vector for further cloning (amplification of the DNA) or for
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expression.  DNA encoding the antibody is readily isolated and using conventional
proceduros (e.g., by using oligonucleotide probes that are capable of binding specifically to genes
encoding the heavy and light chains of the antibody). Many vectors are available. The choice of
vector depends in part on the host cell to be used. Genernlly, preferred host cells are of ejther
prokaryotic or eularyotic (generally mammalian) origin.

Eraiing anfipodies using proxaryolic Rost celly:

WO 2006/015371 PCT/US2005/027626

Vector Construction

Polynucleatide sequences encoding polypeptide components of the antibody of the invention
can be obtained using standard recombinant techniques. Desired polynucleotide sequences may be
isolated and sequenced from antibody producing cells such as hybridoma cells. Alternatively,
polynuclectides can be synthesized using nucleotide synthesizer or PCR techniques. Once obtained,
sequences encoding the polypeptides are inserted into a recombinant vector capable of replicating and
expressing heterologous polynucleotides in prokaryotic hosts. Many vectors that are available and
known in the art can be used for the purpose of the present invention. Selection of an appropriate
vector. will depend mainly on the size of the mucleic acids to be inserted into the vector and the
particular host cell to be transformed with the vector. Each vector contains various components,
depending on its function (amplification or expression of heterologous polymicleotide, or both) and its
compatibility with the particular host cell in which it resides. The vector components generally
include, but are not limited to: an origin of replication, a selection marker gene, a promoter, a
ribosome binding site (RBS), a signal sequence, the heterologous nucleic acid insert and a
transcription termination sequence.

In general, plasmid vectors conteining replicon and control sequences which are derived from
species compatible with the host cell are nsed in connection with these hosts. The vector ordinarily
carries a replication site, as well as marking sequences which are capable of providing phenotypic
selection in transformed cells. For example, E. coli is typically transformed using pBR322, a plasmid
derived from &n E. colf species. pBR322 contains genes encoding ampicillin (Amp) and tetracycline
(Tet) registance and thus provides easy means for identifying transformed cells. pBR322, its
derivatives, or other microbial plasmids or bacteriophage may also contain, or be modified to contain,
promoters which can be used by the microbial organism for expression of endogenous proteins.
Examples of pBR322 derivatives used for expression of particular antibodies are described in detail in
Carter et al., U.S. Patent No. 5,648,237,

In addition, phage vectors containing replicon and control sequences that are compatible with
the host microorganism can be used as transforming vectors in connection with these hosts. For
example, bacteriophage such a8 A\GEM.TM.-11 may be utilized in making a recombinant vector
which can be used to transform susceptible host cells such as E. coli LE392.

The expreasion vector of the invention may comprise two or more promoter-cistron pairs,
encoding each of the polypeptide components. A promoter is an untranslated regulstory sequence
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located upstream (5°) to & cistron that modulstes its expression. Prokaryotic promoters typically fall
into two classes, inducible and constitutive. Inducible promoter is a promoter that initiates increased
levels of transcription of the cistron under its control in response to changes in the cultare condition,
e.g- the presence or absence of a nutrient or a chanpe in temperature.

A large number of promoters recognized by a variety of potential host cells are well known.
The selected promoter can be operably linked to cistron DNA encoding the light ar heavy chain by -
removing the promoter from the source DNA via restriction enzyme digestion and inserting the
isolated promoter sequence into the vector of the invention. Both the pative promoter sequence and
many heterologous promoters may be nsed to direct amplification and/or expression of the target
genes. In some embodiments, heterologous promaters are utilized, as they generally permit greater
transcription and higher yields of expressed target gene as compared to the pative target polypeptide
promoter.

Promoters suitable for use with prokaryotic hosts include the PhoA promoter, the B-
galactamase and lactose promoter systems, a tryptophan (trp) promoter system and hybrid promoters
such as the zac.or the frc promoter. However, other promoters that are fonctional in bacteria (such as
other known becterial or phage promoters) are suitable as well. Their nucleotide sequences have been
published, thereby enabling a skilled worker operably to ligate them to cistrons encoding the target
light and heavy chains (Sicbenlist et al. (1980) Cell 20: 269) using linkers or adaptors to supply any
required restriction sites.

In one aspect of the invention, each cistron within the recombinant vector comprises a
secretion signal sequence component that directs translocation of the expressed polypeptides across a
membrane. In general, the signal sequence may be a component of the vector, or it may be a part of
the target polypeptide DNA that is inserted into the vector. The signal sequence selected for the
purpose of this invention should be one that is recognized and processed (i.e. cleaved by a signal
poptidase) by the host cell. For prokaryotic host cells that do not recognizs and process the signal
sequences native to the heterologous polypeptides, the signal sequence is substituted by a prokaryotic
signal sequence selected, for example, from the group consisting of the alkaline phosphatase,
penicillinase, Ipp, or heat-stable enterotoxin II (STII) leaders, LamB, PhoE, PelB, OmpA and MBP.
In one embodiment of the inveation, the signal sequences used in both cistrons of the expression
system are STII signal sequences or variants thereof.

In another aspect, the production of the immnoglobulins according to the invention can
occur in the cytoplasm of the host cell, and therefors does not require the preseace of secretion signal
sequences within each cistron. In that regard, immunoglobulin light and heavy chains are expressed,
folded and assembled to form functional immunoglobuling within the cytoplasm. Certain host strains
(ag..theEmHn:Fsmins)ptoﬁdeéymphmmdiﬁmﬂ:ﬂmfavmubhfmdimlﬁdebmd
formation, thereby permitting proper fokling and assembly of expressed protein subunits. Proba and
Pluckthun Gene, 159:203 (1995).
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Theprueminv;mlionpmvidaanexpmionsysminwhich quantitative ratio of
expressed polypeptide components can be modulated i order to maximize the yicld of secreted and
propesly assembled antibodies of the invention. Such modulation is accomplished at least in part by
simultaneously modulating translational strengths for the polypeptide components.

One technique for modulating translational strength is disclosed in Simmons et &l., U.S. Pat.
No. 5,840,523, Xt utilizes variants of the translational initistion region (TIR) within a cistron. For a
given TIR, a series of amino acid or micleic acid sequence variants can be created with a range of
translational strengths, thereby providing a convenient means by which to adjnst this factor for the
desired expression level of the specific chain. TIR variants can be generated by conventional
rutagenesis techniques that regult in codon changes which can alter the amino acid sequence,
although silent changes in the nuclectide sequence are preferred. Alterations in the TIR can include,
for example, alterations in the number or spacing of Shine-Dalgarno sequences, along with alterations
in the signal sequence. One method for generating nutant signal sequences is the generation of a
"codon bank” at the beginning of a coding sequence that does not change the amino acid sequence of
the signal sequence (L., the changes are sileat), This can be accomplished by changing the thind
nacleotide position of each codon; additionally, some emino acids, such as leucine, serine, and
axginine, have mmitipls first and second positions that can add complexity in making the bank. This
method of mutagenesis is described in detail in Yansura et al. (1992) METHODS: A Companion to
Methods in Entymol. 4:151-158.

Preferably, a set of vectors is generated with a range of TIR strengths for each cistron therein.
This limited set provides a comparison of expression levels of each chain as well as the yield of the
desired antibody products under varions TIR strength combinations. TIR strengths can be determined
by quantifying the expression level of a reporter gene as described in detril in Simmons et al. U.S.
Pat. No. 5, 840,523. Based on the translational strength comparison, the desired individual TIRs are
selected to be combined in the expression vector constructs of the invention.

Prokaryotic host cells snitable for expressing antibodies of the invention inclnde
Archacbacteris and Bubacteria, such 28 Gram-negative or Gram-positive organisms, Examples of
useful bacteria include Escherichia (e.g., E. coli), Bacilli (e.g., B. subtilis), Enterobecteria,
Peendomonss species (e.g., P. aeruginosa), Salmonella typhimmriom, Serretia marcescans, Klebsiella,
Proteus, Shigalla, Rhizobia, Vitreoscilla, or Parecoccus. In one embodiment, gram-negative cells are
used. Tn one embodiment, E. coli cells are used as hosts for the invention. Examples of E. coll strains
include strain W3110 (Bachmann, Cellular and Malecular Biology, vol. 2 (Washington, D.C.:
American Society for Microbiology, 1987), pp. 1190-1219; ATCC Deposit No. 27,325) and
dezivatives thereof, including strain 3313 having genotype W3110 AffA (AtonA) ptr3 lac Iq lacL8
AompTA({nmpc-fepE) degP41 kan® (U.S. Pat. No. 5,639,635). Other strains and derivatives thereof,
such as E. coli 294 (ATCC 31,446), E. coli B, E. coliy 1776 (ATCC 31,537) and E. coli
RV308(ATCC 31,608) are also suitable, These examples are illustrative rather than limiting.
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Methods for constructing derivatives of any of the above-mentioned bacteria having defined
genotypes are known in the art and described in, for example, Bass et al., Proteins, 8:309-314 (1990).
It is generally necessary to select the appropriate bacteria taking into consideration replicability of the
replicon in the cells of a bacterinum. For example, E. coli, Serratia, or Salmonelia species can be
suitably used as the host when well known plasmids such as pBR322, pBR325, pACYC177, or
pKIN410 are used to supply the replicon. Typically the host cell shonld secrete minimal amounts of
proteolytic enzymes, and additional protease inhibitors may desirably be incorporated in the cell
cultore.

Antibody Production

Host cells are transformed with the sbove-deacribed expression vectors and cultured in
conventional mutrient media modified as appropriate for inducing promoters, selecting transformants,
or amplifying the genes encoding the dexired sequences.

Tranaformation means introducing DNA into the prokaryotic host so that the DNA is
replicable, either as an extrachromosomal element or by chromosomal integrent. Depending on the
host cell used, transformation is done using standard techniques appropriate to such cells. The calciom
treatment employing calcium chlaride is generally used for bacterial cells that contain substantial cell-
wall bamiers. Another method for transformation employs polyethylene glycol/DMSO. Yet another
technique used is electroporation.

Prokaryotic cells used to prodnce the polypeptides of the invention are grown in media known
in the art and suitable for culture of the selected host cells. Examples of suitable media include luria
broth (LB) plus necessary nutrient supplements. In some embodiments, the media also contains a
selection agent, chosen based on the construction of the expression vector, to selectively permit
growth of prokaryotic cells containing the expression vector. For example, ampicillin is added to

Any necessary supplements besides carbon, nitrogen, and inorganic phosphatre sources may
also be inclnded at appropriate concentrations introduced alone or as 2 mixinre with another
supplement or medinm sach as a complex nitrogen source. Optionally the culture medinm may
contain ane or more redncing agenta selected from the group consisting of glutathione, cysteine,
cyatamine, thioglycollate, dithioerythritol and dithiothreitol.

The prokaryotic host cells are culinred at suitable temperatures. For E. coli growth, for
example, the preferred temperature ranges from about 20°C to ebout 39°C, more preferably from
about 25°C to ebout 37°C, even more preferably at sebout 30°C. The pH of the medinm may be any
pH ranging from about 5 to about 9, depending mainly on the host organism. For E. coli, the pH is
preferably from about 6.8 to about 7.4, and more prefersbly about 7.0.

¥ an inducible promoter is nsed in the expression vector of the favention, protein expreasion
is indoced under conditions suitabls for the activation of the promoter. In one aspect of the invention,

. PhoA promoters are used for controlling transcription of the polypeptides. Accordingly, the
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transformed host cells are cultured in a phosphate-limiting medium for induction. Preferably, the
phosphate-limiting medinm is the C.R.A.P medium (see, e.g., Simmons et al., J. Immunol Methods
(2002), 263:133-147). A variety of other inducers may be nsed, according to the vector construct
employed, as is known in the art.

In one embodiment, the expressed polypeptides of the present invention are secreted into and
recovered from the periplasm of the host cells. Protein recovery typically involves disrupting the
microorganism, generally by such means as osmotic shock, sonication or lysis. Once cells are
disrupted, cell debris or whole cells may be removed by centrifugation or filtration. The proteins may
be further purified, for example, by affinity resin chromatography. Alternatively, proteins can be
transported into the culture media and isolated therein. Cells may be removed from the culture and
the culture supernatant being filtered and concentrated for farther purification of the proteins .
produced. The expressed polypeptides can be further isolated and identified uging commmonly known
methods snch as polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and Western blot assay.

In one aspect of the invention, antibody production is conducted in large quantity by a
production of recombinant proteins. Large-scale fermentations have at least 1000 liters of capacity,
proferably about 1,000 to 100,000 liters of capacity. These fenmentors use agitator impellers to
distribute oxygen and mutricats, especially glucoss (the preferred carbon/energy sonrce). Small scale
fermentation refers genearally to fermentation in a fermentor that is no more than approximately 100
liters in volumetric capacity, and can range from about 1 liter to about 100 liters.

In a fermentation process, induction of protein expression is typically initiated after the cells
have been grown under suitable conditions to a desired density, e.g., an ODsy; of about 180-220, at
which stage the cells are in the early stationary phase. A variety of inducers may be used, according
to the vector construct employed, as is known in the art and deacribed above. Cells may be grown for
shorter periods prior to induction. Cells are usually indnced for about 12-50 hours, although longer or
shorter induction time may be used.

To improve the production yield and quality of the polypeptides of the invention, various
fermentation conditions can be modified. For example, to improve the proper assembly and folding
of the secreted aniibody polypeptides, additional vectors overexpressing chaperone proteins, such as
Dab proteins (DsbA, DsbB, DsbC, DsbD and or DebG) or FkpA (a peptidylprolyl cis,trans-isomerase
with chaperone activity) can be nsed to co-transform the host prokeryotic cells. The chaperons
proteins have been demonstrated to facilitate the proper folding and solubility of heterologous
proteins produced in bacterial host cells. Chen et al. (1999) J Bio Chem 274:19601-19605; Georgiou
et al., U.S. Patent No. 6,083,715; Georgiou et al., U.S. Patent No. 6,027,888; Bothmann and
Pluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275:17100-17105; Ramm and Phuckthun (2000) J. Biol Chem.
275:17106-17113; Arie et al. (2001) Mol. Microbiol. 39:199-210.

To minimize proteolysis of expreased heterologous proteing (especially those that are
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proteolytically sensitive), certain host strains deficient for proteolytic enzymes can be used for the
present invention. For example, host cell strains may be modified to effect genetic mutation(s) in the
genes encoding known bacterial proteases such as Protease III, OmpT, DegP, Tsp, Protease I,
Protease Mi, Protease V, Protease VI and combinetions thereof. Some E. coli protease-deficient
straing are available end described in, for example, Joly et al. (1998), supra; Georgion et al., U.S.
Patent No. 5,264,365; Georgiou et al., U.S. Patent No. 5,508,192; Hara et al., Microbial Drug
Resistance, 2:63-72 (1996).

In one embodiment, E. coli strains deficient for proteolytic enzymes and transformed with
plasmids overexpressing one or more chaperonc proteins are used as host cells in the expression
system of the invention.

In one embodiment, the antibody protein produced hegein is farther purified to obtain
preparations that are substantially homogeneous for further assays and uses. Standard protein
purification methods known in the art can be smployed. The following procedures are exemplary of
suitable purification procedures: fractionation on immmnoaffinity or ion-exchange colernns, ethanol
p&edpihﬁmmphmlﬂﬂ.chmMmhymsﬂicammuuﬁmmhmgemﬁnmchm
DEAR, chromatofocusing, SDS-PAGE, ammonium sulfate precipitation, and gel filtration using, for
example, Sephadex G-75.

In one aspect, Protein A immobilized on a solid phase is used for immunoaffinity purification
of the full length antibody products of the invention. Protein A is a 41kD cell wall protein from
Staphylococcus aureas which binds with a high affinity to the Fc region of antibodies. Lindmark et al
(1983) J. Immunol Meth. 62:1-13. The solid phase to which Protein A is immobilized is preferably a
colomn comprising a glass or silica surface, more preferably & controlled pore glass column or a
silicic acid columm. In some applications, the colhumn has been coated with a reageat, such as
glycerol, in an attempt to prevent nonspecific adherence of contaminants.

As the first step of purification, the preparation derived from the cell cultore as described
above is applied onto the Protein A immobilized solid phase to allow specific binding of the antibody
of interest to Protein A. The solid phase is then washed to remove contaminants non-specifically
bound to the solid phase. Finally the antibody of interest is recovered from the solid phase by elation.

enerating antibodies using eukaryotic host cells:

The vector components generally include, bat are not limited to, one or more of the following:
a signal sequence, an arigin of replication, one or more marker genes, an enhancer element, a
promoter, and a transcription termination sequence.

(i) Signal sequence component

A vector for use in a enkaryotic host cell may also contain a signal sequence or other
polypeptide having a specific cleavage site at the N-terminus of the mature protein or polypeptide of
interest. The heterologous signal sequence selected preferably is one that is recognized and processed
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(i.e., cleaved by a signal peptidase) by the host cell. In mammalian cell expression, mammalian signal
sequences as well as viral secretory leaders, for example, the herpes simplex gD signal, are available.

The DNA for mch precursor region is ligated in reading frame to DNA encoding the
antibody.

(i) Origin of replication

Generelly, an origin of replication component is not needed for mammalian expression
vectors. For example, the SV40 origin may typically be used only becanse it contains the early
promoter.

(iit) Selection gene componens

Expression and cloning vectors may contain a selection gene, also termed a selectable marker.
Typical selection genes encode proteins that (a) confer resistance to antibiotics or other toxins, e.g.,
ampicillin, neomycin, methotrexats, or tetracycline, (b) complement saxotrophic deficiencies, where
relevant, or (c) supply critical nutrients not available from complex media.

One example of a selection scheme utilizes a drug to arrest growth of a host cell. Those cells
that are_ snccessfully transformed with & beterologous geme produce a protein cooferring drug
resistance and thus survive the selection regimen. Bxamples of such dominant selection use the drugs
neomycin, mycophenolic acid and hygromrycin.

Another example of guitebls sclectable markers for mammalian cells are those that enable the
identification of cells competent to taks up the antibody mucleic acid, such as DHFR, thymidine
kinase, metallothionein-I and -II, preferably primate metallothionein genes, adenosine deaminase,
ormnithine decarboxylase, efe.

For example, cells transformed with the DHFR selection gene are first identified by culturing
all of the trangformants in a culture medium that containg methotroxate (Mtx), a competitive
amtagonist of DHFR. An sppropriate host cell when wild-type DHFR iz employed is the Chinese
hamster ovary (CHO) cell line deficient in DHFR activity (e.g., ATCC CRL-9096).

Alternatively, host cells (perticularly wild-type hosts that contain endogenous DHFR)
transformed or co-transformed with DNA sequences encoding an antibody, wild-type DHFR protein,
and another selectable marker soch as aminoglycoside 3'-phosphotransferase (APH) can be selected
by cell growth in medimm containing a selection agent for the selectable marker such as an
aminoglycosidic antibiotic, e.g., kanamycin, neomycin, or G418. See U.S. Patent No. 4,965,199.

(iv) Promoter component

Expression and cloning vectors usually comtein a promoter that is recognized by the bost
organism and is operably linked to the antibody polypeptide micleic acid. Promoter sequences are
known for eukaryotes. Virtually alleukaryotic genes have an AT-rich region located approximately
25 to 30 bases upstream from the gite where transcription is initiated. Another sequence found 70 to
80 bases upstream from the start of transcription of many genes is a CNCAAT region where N may
be any mucleotide. At the 3' end of most cukaryotic genes is an AATAAA sequence that may be the
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signal for addition of the poly A tail to the 3' end of the coding sequence. All of these sequences are
suitably inserted into eukaryotic expression vectors.

Antibody polypeptide transcription from vectors in mammalian host cells is controlled, for
example, by promoters obtained from the genomes of viruses such as polyoma virus, fowlpox virus,
adenovirus (such as Adenovirus 2), bovine papilloma virus, avien garcoma virus, cytomegalovirus, a
retrovirus, hepatitis-B virug and Simian Virns 40 (SV40), from heterologons mammalian promoters,
e.g., the actin promoter or an immumoglobulin promoter, from heat-shock promoters, provided such
promoters are compatible with the host cell systems.

The early and late promoters of the SV40 virus are convemiently obtained as an SV40
restriction fragment that also containg the SV40 viral origin of replication. The immediate early
promoter of the human cytomegalovirus is conveniently obtained as a HindIII E restriction fragment.
A system for expressing DNA in mammalian hosts using the bovine papilloma virns as a vector is
disclosed in U.S. Patent No. 4,419,446. A modification of this gystem is described in U.S. Patent No.
4,601,978. See also Reyes et al., Nature 297:598-601 (1982) on expression of human f-interferon
c¢DNA in mouse cells under the contral of a thymidine kinage promoter from herpes simplex virus.
Alternatively, the Rons Sarcoma Virus long terminal repeat can be used as the promoter.

(v) Enhancer element componens

Transcription of DNA encoding the antibody polypeptide of this invention by higher
eakaryotes is often increased by inserting an enhancer sequence into the vector. Many enhancer
sequences are now known from mammalian genes (globin, elastase, albumin, o-fetoprotein, .and
insulin). Typically, however, one will use an enhancer from a eukaryotic cell virns. Examples
include the SV40 enhancer on the late side of the replication origin (bp 100-270), the cytomegalovirus
eaﬂypmmobrenhm.ﬂnpdyommhmcermthelﬂesideofthempﬁuﬁmmi_gin.and
adenovirus enhancers. See also Yaniv, Nature 297:17-18 (1982) on enhancing elements far activation
of eukaryotic promoters. The enhancer may be spliced into the vector at a position 5' or 3' to the
entibody polypeptide-encoding sequence, but is preferably located at a site 5' from the promoter. *

(vi) Transcription termination component

Expression vectors used in eukaryotic host cells will typically also contain sequences
necessary for the termination of transeription and for stabilizing the mRNA. Such sequences are
commonly available from the 5' and, occasionally 3', untranslated regions of eukaryotic or viral DNAs
or cDNAs. These regions contain nucleotide segments transcribed as polyadenylated fragments in the
untranalated portion of the mRNA encoding an antibody. One useful transcription termination
component i the bovine growth hormone polyadenylation region. See WO094/11026 and the

(vii) Selection and transformation of host cells

Suitable host cells for cloning or expressing the DNA in the vectors herein include higher
eukeryote cells described herein, inchnding vertebrate host cells. Propagation of vertebrate cells in
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cultore (tissus cultare) has become a routine procedure. Examples of useful mammalisn host cell lines
are monkey kidney CV1 line transformed by SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); human embryonic
kidney line (293 or 293 cells subcloned for growth in suspension cultore, Graham e al., J. Gen Virol.
36:59 (1977)) ; baby hamster kidney cells (BHK, ATCC CCL 10); Chinese hamsater ovary cells/-
DHFR (CHO, Utlaub et al, Proc. Natl Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)) ;: mouse sextoli cells (TM4,
Mather, Biol. Reprod. 23243-251 (1980) ); monkey kidney cells (CV1 ATCC CCL 70); African
green monkey kidney cells (VERO-76, ATCC CRL-1587); humean cervical carcinoma cells (HELA,
ATCC CCL 2); canine kidney cells (MDCK, ATCC CCL 34); buffalo rat liver cells (BRL 3A, ATCC
CRL 1442); human lung cellzs (W138, ATCC CCL 75); hnman liver cells (Hep G2, HB 8065); mouse
mammary tnmor (MMT 060562, ATCC CCLS51); TRI cells (Mather et al, Annals N.Y. Acad. Sci.
383:44-68 (1982)); MRC 5 cells; PS4 cells; end a human hepatoma line (Hep G2).

Host cells are transformed with the above-described expression or cloning vectors for
antibody production and cultored in conventional nutrient media modified as appropriate for inducing
promoters, selecting transformeants, or amplifying the genes encoding the desired sequences.

. (viii) Culturing the host calls ) . .

The host cells used to produce an antibody of this invention may be cultured in a variety of
media. Commercially available media snch as Ham's F10 (Sigma), Minimal Essential Medium
((MEM), (Sigma), RPMI-1640 (Sigma), and Dulbecco's Modified Eagle's Medinm ((DMEM), Sigma)
are suitable for cultaring the host cells. In addition, any of the media described in Ham et al, Meth.
Enz. 58:44 (1979), Barnes et al., Anal. Biochem.102:255 (1980), U.S, Pat. Nos. 4,767,704; 4,657,866;
4,927,762; 4,560,655; or 5,122,469; WO 90/03430; WO 87/00195; or U.S. Patent Re. 30,985 may be
used as culture media for the host cells. Any of these media may be supplemented as necessary with
hormones and/or other growth factors (such as insulin, transfexrin, or epidermsl growth factor), salts
(such as sodium chloride, calcium, magnegium, and phosphate), buffers (such as HEPES), nucleotides
(such as adenosine and thymidine), antibiotics (such as GENTAMYCIN™ drug), trace elements
{defined as inorganic componnds nsnally present at final concentrations in the micromolar range), and
glucose or an equivalent energy source. Amy other necessary supplements may also be included at
appropriate concentrations that would be known to those skilled in the art. The colture conditions,
such as temperatars, pH, and the like, aro those previously used with the host cell selected for
expression, and will be apperent to the ordinarily skilled artisan.

(ix) Purification of antibody

‘When using recombinant techniques, the antibody can be produced intracellularly, or directly
secreted into the medinm. If the antibody is produced intracellularly, as a first step, the particolate

. debris, either host cells or lysed fragments, are removed, for example, by centrifugation or

uitrafiltration. Where the antibody is secreted into the medium, supernatants from such expression

gystems are generally first concentrated using a commercially available protein concentration filter,

for example, an Amicon or Millipore Pellicon ultrafiltration unit. A protease inhibitor such as PMSF
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may be inchuded in any of the foregoing steps to inhibit proteolysis and agtibiotics may be included to
prevent the growth of adventitious contaminants.

The antibody composition prepared from the cells can be purified using, for example,
hydroxylapatite chromatography, gel electrophoresis, dialysis, and affinity chromatography, with
affinity chromatography being the preferred purification technique. The suitability of protein A as an
affinity ligand depends on the species and isotype of any immmnoglobulin Fc domain that is present in
the antibody. Protein A can be used to purify entibodies that are based on lmman ¥1, 42, or ¥ heavy
chains (Lindmark et al, J. Immunol. Meth. 62:1-13 (1983)). Protein G is recommended for all mouse
isotypes and for human y3 (Guss et al, EMBO J. 5:15671575 (1986)). The matrix to which the
affinity ligand is attached is most often agarose, but other matrices are available. Mechanically stable
matrices such as controlled pore glass ar poly(styrenedivinyl)benzene allow for faster flow rates and
shorter processing times than can be achieved with agarose. Where the antibody comprises a Ci;3
domain, the Bakerbond ABX™resin (J. T. Baker, Phillipsburg, NI) is useful for purification. Other
techniques for protein purification such as fractionation on an ion-exchange colunm, ethanol
precipitation, Reverse Phase HPLC, chromatography on silica, chromatography on heparin
SEPHAROSE™ chromatography on an anion or cation exchange regin (such as a polyaspartic acid
column), chromatofocusing, SDS-PAGE, and ammonium sulfate precipitation are also available
depending on the antibody to be recovered.

Following any preliminary purification step(s), the mixture comprising the antibody of
interest and contaminants may be sabjectad to low pH hydrophobic interaction chromatography using
an elution buffer at a pH between about 2.5-4.5, preferably performed at low salt concentrations (e.g.,
from about 0-0.25M salt).

Activity Aseays

The antibodies of the present invention can be chamcterized for their physical/chemical
properties and biological functions by various assays known in the art.

The purified immunoglobulins can be farther characterized by a series of assays including,
but not limited to, N-terminal sequencing, amino acid analysis, non-denaturing size exclusion high
pressure liquid chromatography (HFLC), mass spectrometry, ion exchange chromatography and
pepain digestion.

- In certain embodiments of the invention, the imnmunogiobulins produced herein are analyzed
for their biological activity. In some embodiments, the immamogiobuling of the present invention are
tested for their antigen binding activity. The antigen binding essays that are known in the ert and can
be used herein includes without limitation any direct or competitive binding assays using techmiques
such as western blots, radicimmunoassays, ELISA (enzyms linked immonosorbent assay), “sandwich”
imnmmoassays, imnmunoprecipitation assays, fluorescent immunoassays, and protein A
immunoassays. An illustrative antigen binding assay is provided below in the Examples section.
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In one embodiment, the present invention contemplates an altered dntibody that possesses
some but not all effector functions, which make it a desired candidate for roany applications in which
the half Jife of the antibody in vivo is important yet certain effector functions (such as complement
and ADCC) are unnecessary or deletericus. In certain embodiments, the Fe activities of the produced
immmnoglobulin are measured to ensure that only the desired properties are maintained. In vitro
and/or in vivo cytotoxicity assays can be conducted to confirm the reduction/depletion of CDC and/or
ADCC activities. For example, Fc receptor (FcR) binding assays can be conducied to ensure that the
antibody lacks FcyR binding (hence likely lacking ADCC activity), but retains FcRn binding ability.
The primary cells for mediating ADCC, NK cells, express FcyRIII only, whereas monocytes express
FcyRI, FeyRII and FcyRIIL FcR expression on hematopoietic celis is summarized in Table 3 on
page 464 of Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991). An example of an in vitro
assay to assess ADCC sactivity of a molecule of interest is described in US Patent No. 5,500,362 or
5,821,337, Useful effector cellg for such agsays include peripheral blood monomnclear cells (PBMC)
and Natural Killer (NK) cells. Alternatively, or additionally, ADCC activity of the molecule of
interest may be.assessed in vivo, e.g., in a animal model such as that disclosed in Clynes ez al. PNAS
(USA) 95:652-656 (1998). Clq binding assays may also be carried out to confirm that the antibody is
nunable to bind C1q and hence Iacke CDC activity. To assess complement activation, a CDC assay,
¢.g. a8 described in Gazzano-Santoro et al., J. Immunol Methods 202:163 (1996), may be performed.
FcRn binding and in vivo clearance/half life determinations cen also be performed nsing methods
known in the art, e.g. those desribed in the Examples section.

The present invention encompasses humanized antibodies. Varions methods for humanizing
non-human antibodies are known in the art. For example, a humanized antibody can have one or

.maore amino acid residues introdeced into it from a source which is non-human. These non-human

amino acid residnes are often referred to as "impart" residues, which are typically taken from an
*import" varisble domain. Humanization can be essentially parformed following the method of
Winter and co-workers (Jones et al (1986) Nature 321:522-525; Riechmann et al. (1988) Nature
332:323-327; Verhoeyen et al. (1988) Science 239:1534-1536), by substituting hypervariable region
sequences for the corresponding sequences of a human antibody. Accordingly, such "lmmanized"
antibodies are chimeric antibodies (U.S. Patent No. 4,816,567) wherein substantially less than an
intact homan variable domain has been substitnted by the corresponding sequeace from a non-human
species. In practice, humanized antibodies are typically human anfibodies in which some
hypervariable region residues and possibly some FR residues are substituted by residues from
analogous sites in rodent antibodies.

‘The choice of human variable domains, both light and heavy, to be used in making the
humanized antibodies is very important to reduce antigenicity. According to the so-called "best-fit"
method, the sequence of the variable domain of a rodent antibody is screened against the entire library
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of known human variable-domain sequences. The human sequence which is closest to that of the
rodent is then accepted as the human framework for the humanized antibody (Sims et al (1993) J.
Immunol. 151:2296; Chothia et al. (1987) J. Mol Biol. 196:901. Anocther method uses a particular
framework derived from the consensus sequence of all human antibodies of a particular subgroup of
light or heavy chains. The same framework may be used for several different humenized antibodies
(Carter et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285; Presta &t al. (1993) J. Imnumol., 151:2623,
It is further important that antibodies be humanized with retention of high affinity for the
antigen and other favorable biological properties. To echieve this goal, according to one method, _
humanized antibodies are prepared by a process of analysis of the parental sequences and various
conceptual humanized prodncts using three-dimensional models of the parental and hnmanized
w. Three-dimensional immunoglobulin models are commonly available and are familiar to
those skilled in the art. Compater programs are available which illustrate and display probable three-
dimensional conformational structures of salected candidate immunoglobulin sequences. Inspection
of these displays permits analysis of the likely role of the residues in the functioning of the candidate

. immmnoglobulin sequence, i.e., the analysis of residues that inflnence the ghility of the candidate

imrmnoglobulin to bind its antigen. In this way, FR residues can be selected and combined from the
recipient and import sequences so that the desired antibody characteristic, such as increased affinity
for the target antigen(s), is achieved. In general, the hypervariable region residues are directly and
most substantially involved in inflnencing antigen binding.

\atibody Vari

In one aspect, the invention provides antibody fragment comprising modifications in the
interface of Fc polypeptides comprising the Fc region, wherein the modifications facilitate and/or
promote heterodimerization. These modifications comprise introduction of a protuberance into a first
Fc polypeptide and a cavity into a second Fc polypeptide, wherein the protnberancs is positionable in
the cavity so as to promots complexing of the first and second Fe polypeptides. Methods of
generating antibodies with these modifications are known in the art, e.g., as described in U.S. Pat. No.
5,731,168.

In some embodiments, amino acid sequence modification(s) of the antibodies described
herein are contemplated. For example, it may be desirable to improve the binding affinity and/or
other biological properties of the antibody. Amino acid sequence variants of the antibody are
prepared by introducing appropriate mucleotide changes into the antibody nucleic acid, or by peptide
synthegis. Such modifications include, for example, deletions from, and/or insertions into and/or
substitations of, residues within the amino acid sequences of the antibody. Any combination of
deletion, insertion, and substitntion is made to arrive at the final construct, provided that the final
construct possesses the desired characteristics. The amino acid atterations may be introduced in the
subject antibody amino acid sequence at the time that sequence is made.

A usefol method for identification of certain residues or regions of the antibody that are
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preferred locations for mutagenesis is called "alanine scanning mu s" a8 described by
Cunningham and Wells (1989) Science, 244:1081-1085. Here, a residue or group of target residues
are identified (e.g., charged residues such as arg, asp, his, lys, and gln) and replaced by a neutral or
negatively charged amino acid (most preferably alanine or polyalanine) to affect the interaction of the
amino acids with antigen. Those amino acid locations demonstrating functional sensitivity to the
substitutions then are refined by introducing further or other variants at, or for, the sites of
substittion. Thus, while the gite for introducing an amino acid sequence variation is predetermined,
the nature of the mutation per se need not be predetermined. For example, to analyze the performance
of a nmtation at a given sits, ala scarming or random mutagenesis is conducted at the target codon or
region and the expressed immunoglobulins are screened for the desired activity.

Amino acid sequence insertions include amino- and/or carboxyl-terminal fusions ranging in
length from ons residne to polypeptides containing a bundred or more residnes, as well as
intrasequence ingertions of single or mmlitiple amino acid residues. Examples of terminal insertions
include an antibody with an N-terminal methionyl residne or the antibody fused to a cytotoxic
polypeptide. Other insertional variants of the antibody molecule inclede the fasion to the N- or C-
terminug of the antibody to an enzyme (e.g. for ADEPT) or a polypeptide which increases the seram
half-life of the antibody.

Another type of variant is an amino acid substitation variant. These variants have et least one
amino acid regidue in the antibody moleculs replaced by a different residue. The sites of greatest
interest for substitutional nmtsgenesis inclnde the hyperveriable regions, but FR alterations are also
comtemnplated. Conservative substitutions are shown in Teble 2 under the heading of “preferred
subatitntions”. Jf such substitutions result in a change in biological activity, then more substantial
changes, denominated "exemplary substitutions” in Table 2, or as forther described below in reference
to amino acid clasges, may be introduced and the products screened.

TABLE 2
Original Exemplary Preferred
Residue Substitutions Substitutions
Ala (A) Val; Leu; Tle Val
Arg(R) Lys; Gin; Asn Lys
Asn (N) Gin; His; Asp, Lys; Arg Gin
Asp (D) Glu; Asn Gin
Cys (@) Ser; Al Ser
Gin (Q) Asn; Glu Asn
Glu (B) Asp; Gln Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg Arg

78

@‘3(



10

15

oD

WO 2006/015371 PCT/US2005/027626
Original Exemplary Preferred
Residue Substitotions Substitutions
Ile (D Leu; Val; Met; Ala; Len

Phe; Norlencine
Len(L) Norleucine; Ile; Val; Ile
Met; Ala; Phe
Lys (K) Arg: Gln; Asn Arg
Met (M) Leou; Phe; Ile Len
Phe (F) Txp; Leu; Val; Ile; Ala; Tyr Tyr
Pro (P Ala Ala
Sex (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
| Ty (Y) Trp; Phe; Thr; Sexr Phe
Val (V) Ile; Len; Met; Phe; Len
Ala; Norleucine

Substantial modifications in the biological properties of the antibody are accomplished by
selecting substitations that differ significantly in their effect on maintaining (a) the structure of the
polypeptide backbone in the area of the substitution, for example, as a sheet or helical conformation,
(b)thecha:gnmhydrophobidtyof&emhculeﬂﬂnﬂrgatdtﬁ.m(c)ﬂwbukofﬂnﬁdechﬁn.
Amino acide may be gronped accarding to similarities in the properties of their side chaing (in A. L.
Lehninger, in Biochemistry, second ed., pp. 73-75, Worth Publishers, New Yozk (1975)):

(1) non-polar: Ala (A), Val (V), Leu (L), Ile (@), Pro (P), Phe (), Trp (W), Met (M)
(2) uncharged polar: Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C), Tyr (Y), Asn (N), GIn (Q)
(3) ecidic: Asp (D), Glu (B)

(4) basic: Lys (K), Arg (R), His(F)

Alternatively, naturally occurring residues may be divided into groups based on common
gide-chain properties:

(1) hydrophobic: Norleucine, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) neutral hydrophilic: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;

(3) acidic: Asp, Giu;

(4) basic: His, Lys, Arg;

(5) residues that influence chain orientation: Gly, Pro;

(6) aromatic: Trp, Tyr, Phe.

Non-conservative substitutions will entsil exchanging a member of one of these classes for
another class. Such substituted residues also may be introduced into the conservative substitution
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sitea or, more preferably, into the remaining (non-conserved) sites.

One type of substitutional variant involves substituting one or more hypervariable region
residues of a parent antibody (e.g. a humanized or humsan antibody). Generslly, the resulting
variant(s) selected for further development will have improved biological properties relative to the
parent antibody from which they are ganerated. A convenient way for generating such substitutional
variants involves affinity matoration using phage display. Briefly, several hypervariable region sites
(e.g. 6-7 sites) are mntated to generate all possible amino acid substitutions at each site. The
antibodics thus generated are displayed from filamentous phege particles as fusions to the gene 1T
product of M13 paclaged within each particle. The phage-displayed variants are then screened for
their biological activity (e g. binding affinity) as herein disclosed. In order to identify candidate
hypervariable region sites for modification, alanine scanning muitagenesis can be performed to
identify hypervariable region residues contributing significantly to antigen binding. Ahternatively, or
additionally, it may be beneficial to analyze a crystal structure of the antigen-antibody complex to
identify contact points between the antibody and antigen. Such contact residues and neighboring

., reaidues are candidates for substitation according to the techniques elaborated herein. Once such

variants are genemated, the panel of variants is subjected to screening as described herein and
antibodies with superior properties in one or more relevant assays may be selected for further
development. _

Nucleic acid molecnles encoding amino acid sequence variants of the antibody are prepared
by a vaciety of methods known in the art. These methods include, but are not limited to, isolation
from a natural source (in the case of naturally ocanring amino acid sequence variants) or preparation
by oligonucleotide-mediated (or site~directed) nmtagenesis, PCR nmtagenesis, and cassetts
mutagenesis of an earlier prepared variant or a non-variant version of the antibody.

It may be desirable to introdoce one or more amino acid modifications in an Fe region of the
immunoglobulin polypeptides of the invention, thereby generating a Fc region variant. The Fc region
variant may comprise a hman Fe region sequence (e.g., 2 human IgGl, IgG2, IgG3 or IgG4 Fc
region) comprising an amino acid modification (e.g. 4 substitution) at ane or more amino acid
positions inclnding that of a hinge cysteine.

In accordance with this description and the teachings of the art, it is contemplated that in
some embodiments, an antibody used in msthods of the invention may comprise one ar more
alterations as compared to the wild type counterpart antibody, e.g. in the Fc region. These antibodies
would nonctheless retain substantially the same characteristics required for therapeutic utility as
compared to their wild type counterpart. For example, it is thonght that cestain alterations can be
made in the Fc region that would result in altered (ie., either improved or diminished) Clq binding
and/ar Complement Dependent Cytotaxicity (CDC), e.g., as deacribed in W099/51642, See also
Duncan & Winter Nature 322:738-40 (1988); US Patent No. 5,648,260; US Patent No. 5,624,821; and
W094/29351 concerning other examples of Fe region variants.
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Immunoconjygates

The invention also pertains to immunoconjugates, or antibody-drag conjugates (ADC),
comprising an antibody conjugated to a cytotoxic agent such as a chemotherapeutic agent, a drug, a
growth inhibitory agent, & toxin (e.g., an enzymatically active toxin of becterial, fangal, plant, or
animal origin, or fragments thereof), or a mdicactive isotope (ie., a radioconjugate).

The use of antibody-drug conjugates for the local delivery of cytotoxic or cytostatic agents,
i.e. drugs to kill ar inhibit tnmor cells in the treatment of cancer (Syrigos and Epenstos (1999)
Anticancer Rescarch 19:605-614; Niculescu-Duvaz and Springer (1997) Adv. Drg Del, Rev. 26:151-
172; U.S. patent 4,975,278) theoretically allows targeted delivery of the drug moiety to tnmors, and
intracellular accummlation therein, where systemic administration of these unconjngated drug agents
may result in unacceptable levels of toxicity to normal cells as well as the tamor cells sought to be
eliminated (Baldwin et al., (1986) Lancet pp. (Mar. 15, 1986):603-05; Thorpe, (1985) "Antibody
Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review,” in Monoclonal Antibodies '84:
Biological And Clinical Applications, A. Pinchern et el. (ed.s), pp. 475-506). Maximal efficacy with

. minimal toxicity is sought thereby. Both polyclonal antibodies and monoclonal antibodies have been

reported as useful in these strabegies (Rowland et al,, (1986) Cancer Immumol. Imamnother., 21:183-
87). Drugs uscd in these methods include daunomycin, doxorubicin, methotrexate, and vindesine
(Rowland et al., (1986) supra). Toxins used in antibody-toxin conjugates include bacterial toxins
such as dipbtheria toxin, plant toxins sach as ricin, small molecule toxins such as geidanamycin
(Mandler et al (2000) Jour. of the Nat. Cancer Inst. 92(15):1573-1581; Mandler et al (2000)
ﬁioorg:nic&Med.Chem.Leﬂmu 10:1025-1028; Mandler et al (2002) Bioconjugate Chem. 13:786-
‘791), maytansinoids (HP 1391213; Liu et al., (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623), and
calicheamicin (Lode et al (1998) Cancer Res. 58:2928; Hinman et al (1993) Cancer Res. 53:3336-
3342). The toxins may effect their cytotoxic and cytostetic effects by mechenisms including tobulin
binding, DNA binding, or topoisomarass inhibition. Some cytotoxic drugs tend to be inactive or less
active when conjugated to large antibodies or protein receptor ligands.

ZEVALIN® (ibritumomab tiuxetan, Biogen/Idec) ia an antibody-radioisctope conjugate
composed of a nmrine IgG1 kappa monoclonal antibody directed against the CD20 antigen found on
the surface of normal and malignant B lymphocytes and ''In or ®Y radioisotope bound by a thicurea
linker-chelator (Wiseman et al (2000) Eur. Jour. Nucl, Med. 27(7):766-77; Wiseman et al (2002)
Blood 99(12):4336-42; Witzig et al (2002) J. Clin. Oncol. 20(10):2453-63; Witzig et al (2002) J. Clin.
Oncol. 20(15):3262-69). Although ZEVALIN has activity against B-cell non-Hodgkin's Lymphoma
(NHL), administration results in severe and proloriged cytopenias in most patients. MYLOTARG™
(gemtuzamab ozogamicin, Wyeth Pharmaceuticals), an antibody drug conjugate compoged of a hu
CD33 antibody linked to calicheamicin, was approved in 2000 for the treatment of acute myeloid
leukemia by injection (Drugs of the Future (2000) 25(7):686; US Patent Nos. 4570198; 5079233;
5585089; 5606040; 5693762; 5739116; 5767285; 5773001). Canturumab mertansine (Imawmogen,
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Inc.), an antibody drug conjugate composed of the huC242 antibody linked via the disulfide linker
SPP to the maytanginoid drug moiety, DM, is advancing into Phase II trials for the treatment of
cancers that express CanAg, such as colon, pancreatic, gastric, and others. MLN-2704 (Millennium
Pharm., BZL Biologics, Immunogen Inc.), an antibody drug conjugate composed of the anti-prostate
specific membrane antigen (PSMA) monoclonal antibody Jinked to the maytansinoid drug moiety,
DM], is under development for the potential treatment of prostate tumors. The auristatin peptides,
auristatin E (AFE) and monomethylanristatin (MMAE), synthetic analogs of dolastatin, were
conjugated to chimeric monoclonal antibodies cBR96 (specific to Lewis Y on carcinomas) and
cAC10 (specific to CD30 on hematological malignancies) (Doronina et al (2003) Nature
Biotechnology 21(7):778-784) and are undar therapentic development.

Chemotherapeutic agents useful in the generation of such immumoconjugates have been
described above. Enzymatically active toxins and fragments thereof that can be used include
diphtheria A chain, nonbinding active fragments of diphtheria toxin, exotoxin A chain (from
Pseudomonas aeruginosa), ricin A chain, abrin A chain, modeccin A chain, alpha-aarcin, Aleurites

- Jordii proteins, dianthin proteing, Phytolaca americang proteins (PAPL, PAPIL, and PAP-S),. .

momordica charantia inhibitor, curcin, crotin, sapaonaria officinalis inhibitor, gelonin, mitogellin,
restrictocin, phenomycin, enomycin, and the tricothecenes. A variety of radionuclides are available
for the production of radioconjugated antibodies. Examples inciude #2Bi, '*'1, *'In, ®Y, and "*Re.
Conjugates of the antibody and cytotoxic agent are made using a variety of bifunctional protein-
coupling agents such as N-succinimidyl-3-(2-pyridyldithiol) propionate (SPDP), iminothiolane (IT),
bifunctional derivatives of imidoegters (such as dimethyl adipimidate HCI), active esters (such as
disuccinimidy] snberate), aldehydas (such as ghotaraldehyde), bis-azido compounds (such as bis (p-
azidobenzoyl) hexanedianine), bis-diazonium derivatives (such as bis-(p-diazoniumbenzoyl)-
ethylenediamine), diisocyanates (such as toluene 2,6-diisocyanate), and bis-active fluorine
compounds (such as 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzene). For example, a ricin imnmnotoxin can be
prepared as described in Vitetta et al., Science, 238: 1098 (1987). Carbon-14-labeled 1-
isothiocyanatobenzyl-3-methyldiethylene triaminepenteacetic acid (MX-DTPA) is an exemplary
chelating agent for conjugation of radionucleotide to the antibody. See W(094/11026.

Conjugates of an antibody and one or more small molecule toxins, such as a calicheamicin,
maytansinoids, a trichothecene, and CC1065, and the derivatives of these toxins that have toxin
activity, are also contemplated herein. )
Maytansine and maytansinoids

In one embodiment, an antibody (full length or fragments) of the invention is conjugated to
ons or more maytansinoid molecules.

Maytansinoids are mitototic inhibitors which act by inhibiting tubulin polymerization.
Maytensine was first isolated from the east African shrub Maytenus serrata (U.S. Pateat No.
3,896,111). Subsequently, it was discovered that certain microbes also produce maytansinoids, such
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P maytansinol aod C-3 maytansinol esters (U.S. Patent No. 4,151,042). Synthetic maytansinol and
derivatives and analogues thereof are disclosed, for axample, in U.S. Patent 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; and 4,371,533, the disclosures of which are hereby expressly incorporated by reference.
Maytansinoid-antibody conjugates

In an attempt to improve their therapeutic index, maytansine and maytansinoids have been
conjugated to antibodies specifically binding to tumor cell antigens. Imnmnoconjugates containing
maytansinoids and their therapentic use are disclosed, for example, in U.S. Patent Nos. 5,208,020,
5,416,064 and Earopean Patent EP 0 425 235 B1, the disclosures of which are hereby exprosaly
incarporated by reference. Liu et al., Proc. Natl. Acad, Scj, USA 93:8618-8623 (1996) described
imnmnoconjugates comprising a maytansinoid designated DM1 linked to the monoclonal antibody
C242 directed agninst human colorectal cancer. The conjugate was found to be highly cytotoxic
towards culinred colon cancer cells, and showed antitumor activity in an iz vivo tumor growth assay.
Chari et al., Cancer Regearch 52:127-131 (1992) describe immunoconjugates in which a maytansinoid .
was conjugated via a disuifide linker to the murine antibody A7 binding to an antigen on humen colon
cancer cell lines, or to another murine monoclonal antibody TA.1 that binds the HER-2/neu ancogene.
The cytotoxicity of the TA.1-maytanscnoid conjugate was tested in vitro on the human breast cancer
cell line SK-BR-3, which expreases 3 x 10° HER-2 surface antigens per cell. The drug conjugate
achieved a degree of cytotoxicity similar to the free maytensinoid drug, which could be increased by
increasing the number of maytansinoid molecules per antibody molecale. The A7-maytansinoid
conjugate showed low systemic cytotoxicity in mice.
Antibody-maytansinoid conjugates (immunoconjugates)

Antibody-maytansincid conjugates are prepared by chemically linking an antibody to a
maytansinoid molecule without significantly diminishing the biological activity of either the antibody
or the maytansinaid moleculs. An average of 3-4 maytansinoid molecules conjngated per antibody
molecule has shown efficacy in enhancing cytotoxicity of target cells withoot negatively affecting the
function or solubility of the antibody, although even one molecule of toxin/antibody would be
expected to enhance cytotoxicity over the use of naked entibody. Maytansinoids are well known in
the art and can be synthesized by known technicques or isolated from natural sources, Suitsble
maytanginocids are disclosed, for example, in U.S. Patent No. 5,208,020 and in the other patents and
nonpatent publications referred to hereinabove. Preferred maytansinoids are maytansinol and
maytansinol analognes modified in the aromatic ring or at other positions of the maytansinol
molecule, such as various maytansinol esters.

There are many linking groups known in the art for making antibody-maytansinoid
conjngates, including, for example, those disclosed in U.S. Patent No. 5,208,020 or EP Patent 0 425
235 B1, and Chaeri et al,, Cancer Research 52:127-131 (1992). The linking groups incinde disulfide
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groups, thioether groups, acid Iabile groups, photolabile groups, peptidase labile groups, or esterase
labile groups, as disclosed in the above-identified patents, disulfide and thioether groups being
preferred.

Conjugates of the antibody and maytansinoid may be made using a variety of bifunctional
protein coupling agents such as N-succinimidyl-3-(2-pyridyldithio) propionate (SPDP), succinimidyl-
4-(N-maleimidomethy]) cyclohexane-1-carboxylate, iminothiolane (IT), bifunctional derivatives of
imidoesters (such as dimethyl adipimidate HCI), active esters (such as disuccinimidyl suberate),
aldehydes (such as glotaraldehyds), bis-azido compounds (such as bis (p-azidobenzoyl)
hexanediamine), bis-diazonium derivatives (such as bis(p-diazonfumbenzoyl)-ethylenediamine),
diisocyanates (such as toluene 2,6-diisocyanate), and bis-active fluorine compounds (such as 1,5-
difluoro-2,4-dinitrobenzene). Particulady préferred coupling agents include N-succinimidyl-3-(2-
pyridyldithio) propionate (SPDP) (Carlsson et al., Biochem. J. 173:723-737 [1978]) and N-
succinimidyl-4-(2-pyridylthio)pentanoate (SPP) to provide for a disulfide linkage.

The linker may be attached to the maytansinoid molecule at various positions, depending on
the type of the link. For example, an ester linkage may be formed by reaction with a hydroxyl group.
using conventional coupling techniques. The reaction may occur at the C-3 position having a
hydroxyl group, the C-14 position modified with hydroxymethyl, the C-15 position modified with a
hydroxyl group, and the C-20 position heving a hydroxyl group. In a preferred embodiment, the
linkage is formed at the C-3 position of maytanzinol or a maytansinol analogue.

Calicheamicin

Another immunoconjugate of interest comprises an antibody conjugated to one or more
calicheamicin molecules. The calicheamicin family of antibiotics are capable of producing double-
stranded DNA breaks at sub-picomolar concentrations. For the preparation of conjugates of the
calicheamicin family, see U.S. patents 5,712,374, 5,714,586, 5,739,116, 5,767,285, 5,770,701,
5,770,710, 5,773,001, 5,877,296 (all to American Cyanamid Company). Structural analogues of
calicheamicin which may be used include, but are not limited to, v’ az', @', N-acetyl-y,", PSAG and
6'; (Hinman et al., Cancer Research 53:3336-3342 (1993), Lode et al., Cancer Research 58:2925-2928
(1998) and the aforementioned U.S. patents to American Cyanamid). Another anti-amor drug that
the antibody can be conjugated is QFA which is an antifolate. Both calicheamicin and QFA have
intracellular sites of action and do not readily cross the plasma membrane, Therefore, cellular uptake
of these agents throngh antibody mediated internalization greatly enhances their cytotoxic effects.
Other cytotoxic agents

' Other antitumor agents that can be conjugated to the antibodies of the invention include
BCNU, streptozoicin, vincristine and 5-flnorouracil, the family of agents known collectively LI~
E33288 complex described in U.S. petents 5,053,394, 5,770,710, as well as esperamicins (U.S. patent
5,877,296).

Enzymatically active toxins and fragments thereof which can be used include diphtheria A
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chain, nonbinding active fragments of diphtheria toxin, exotoxin A (from Pseudomonas
aeruginosa), ticin A chain, abrin A chain, modeccin A chain, alpha-sercin, Aleurites fordii proteins,
dianthin proteins, Phkytolaca americana proteins (PAP], PAPIL, and PAP-S), momordica charantia
inhibitor, carcin, crotin, sapaonaria officinalis inhibitor, gelonin, mitogellin, restrictocin, phepomycin,
enomycin and the tricothecenes. See, for example, WO 93/21232 published October 28, 1593.

The present invention further contemplates an immmoconjugate formed between an antibody
and a componnd with mucleolytic activity (e.g.. a ribonuclease or a DNA endonuclease such as a
deoxyribomclease; DNsse).

For selective destruction of the tumor, the antibody may comprise a highly radioactive atom.
A veriety of radioactive isotopes are available for the production of radioconjugated antibodies.
Examples include A, T2, 125, Y%, Re!®, Re'™, Sm'®, Bi?2, P®, Pb*2 and radicactive isotopes
of Lu. 'When the conjugste is used for detection, it may comprise a radioactive atom for scintigraphic
smdies, for example tc™™ or I'2, ar a spin label for nuclear magnetic resonance (NMR) imaging (also
known as magnetic resonance imaging, mori), such as iodine-123 again, jodine-131, indium-111,

- fluorine-19,carbon-13, nitrogen-15, oxygen-17,-gadolinium, manganess or irom. -~ - -

The radio- or other 1abels may be incorporated in the conjugate in known ways. For example,
the peptide may be biosynthesized or may be synthesized by chemical amino acid synthesis using
suitable amino acid precursors involving, for example, flnorine-19 in place of hydrogen, Labels such
as ™ ar I'Z, Re'®, Re'® and In'"" can be attached via a cysteine residus in the peptide. Yttriom-
90 can be attached via a lysine residue. The IODOGEN method (Fraker et al (1978) Biochem.
Biophys. Res. Commmun. 80: 49-57 can be used to incorporate iodine-123. "Monoclonal Antibodies in
Immunoscintigraphy™ (Chatal CRC Press 1989) describes other methods in detail.

Conjugates of the antibody and cytotoxic agent may be made nsing a variety of bifunctional
protein coupling agents such as N-succinimidyl-3-(2-pyridyldithio) propionate (SPDP), succinimidyl-
4-(N-maleimidomethyl) cyclohexane-1-carboxylate, iminothiolane (IT), bifinctional derivatives of
imidoesters (such as dimethyl adipimidate HCI), active esters (such as disuccinimidyl suberate),
aldehydes (such as ghitaraldehyde), bis-azido compounds (such as bis (p-azidobenzoyl)
hexanediamine), bis-diazoninm derivatives (such as bis-(p-diazonivmbenzoyl)-ethylensdiamine),
diisocyanates (such as toluens 2,6-diisocyanste), and bis-active flvorine compounds (such as 1,5-
difinoro-2,4-dinitrobenzens). For example, a ricin immuonotoxin can be prepared as described in
Vitetta et al., Science 238:1098 (1987). Carbon-14-labeled 1-isothiocyanatobenzyl-3-
methyldiethylene trisminepentaacetic acid (MX-DTPA) is an exemplary chelating agent for
conjugation of radiomicleotide to the antibody. See W094/11026. The linker may be a “cleavable
Linker” facilitating release of the cytotoxic drug in the cell. For exampls, an acid-labile linker,
peptidase-sensitive linker, photolabile linker, dimethyl linker or disulfide-containing linker (Chari et
al., Cancer Research 52:127-131 (1992); U.S. Patent No. 5,208,020) may be used.
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The compounds of the invention expressly contemplate, but are Wt limited to, ADC prepared
with cross-linker reagents: BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA,
SIAB, SMCC, SMPB, SMFPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB,
sulfo-SMCC, and sulfo-SMPB, and SVSB (succinimidyl{(4-vinylsulfone)benzoate) which are
commercially available (e.g., from Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL., 1.S.A). See pages 467-
498, 2003-2004 Applications Handbook and Catalog.

Preparation of antibody drug conjugates

In the antibody drug conjugates (ADC) of the invention, an antibody (Ab) is conjugated to
one aor more drog moieties (D), e.g. about 1 to about 20 drog moieties per antibody, through a linker
(L). The ADC of Formnla I may be prepared by several routes, employing organic chemistry
reactions, conditions, and reagents known to those skilled in the art, including: (1) reaction of a
mucleophilic group of an antibody with a bivalent linker reagent, to form Ab-L, via a covalent bond,
followed by reaction with s drug moiety D; and (2) reaction of a micleophilic group of a drug moiety
with a bivalent linker reagent, to form D-L, via a covalent bond, followed by reaction with the

. nucleophilic group of an antibody. . . e e -

Ab—(L-D)p 1

Nucleophilic gronps on antibodies incinde, but are not limited to; (i} N-terminal amine
groups, (ii) side chain amine groups, e.g. lysine, (iii) side chain thiol groups, e.g, cysteine, and Giv)
sugar hydroxyl or amino groups where the sntibody is glycosylated. Amine, thiol, and hydroxyl
groups are nucleophilic and capabie of reacting to form covalent bonds with electrophilic groups on
linker moieties and linker reagents including: (i) active esters such as NHS esters, HOBt esters,
haloformates, and acid halides; (i) alkyl and benzyl halides such as haloscetamides; (jii) aldehydes,
ketones, carboxyl, and maleimide groups. Certain antibodies have reducible interchain disulfides, i.e,
cysteine bridges. Antibodies may be made reactive for conjugation with linker reagents by treatment
with a reducing agent such as DTT (dithiothreitol). Bach cysteine bridge will thus form, theoretically,
two reactive thiol nucleophiles. Additional nucleophilic groups can be introduced into antibodies
through the reaction of lysines with 2-iminothiolane (Traut's reagent) resulting in conversion of an
amine into s thiol.

Antibody drug conjugates of the invention may also be produced by modification of the
antibody to introduce electrophilic moieties, which can react with mocleophilic subsitueats on the
linker reagent or drug. The sngars of glycosylated antibodies may be oxidized, e.g. with periodate
axidizing reagents, to form aldehyde or ketone groups which may react with the amine group of linker
reagents or drug moieties. The resulting imine Schiff base groups may form a stable linkags, or may
be reduced, e.g. by borohydride reagents to form stable amine linkages. In one embodiment, reaction
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of the carbohydrate portion of a glycosylated antibody with either glactose oxidase or sodium meta-
periodate may yield carbonyl (aldehyde and ketone) groups in the protein that can react with
appropriate groups on the drug (Hermanson, Bioconjugate Techniques). In another embodiment,
proteins containing N-terminal serine or threonine residues can react with sodium meta-periodate,
resulting in production of an aldehyde in place of the first amino acid (Geoghegan & Stroh, (1992)
Bioconjugate Chem. 3:138-146; US 5362852). Such aldehyde can be reacted with a drug moiety or
linker nocleophile.

Likewise, nucleophilic groups on a drug moiety include, but are not limited to: amine, thiol,
hydroxyl, hydrazide, oxime, hydrazine, thiosemicarbazone, hydrazine carboxylate, and arylhydrazide
groups capable of reacting to form covalent bonds with electrophilic groups on linker moieties and
linker reagents including: (i) active esters sach as NHS esters, HOBt esters, haloformates, and acid
halides; (ii) alkyl and benzyl halides such as hnloncemmldu. (iii) aldehydes, ketones, carboxyl, and
maleimide groups. '

Alternatively, a fosion protein comprising the antibody and cytotoxic agent may be made,
e.g., by recombinant techniques or peptide synthesis. The length of DNA may comprise respective
regions encoding the two portions of the conjugate either adjacent one another or separated by a
region encoding a linker peptide which does not destroy the desired propertics of the conjugate.,

In yet another embodiment, the antibody may be conjugated to a "receptor” (such
streptavidin) for utilization in tumor pre-targeting wherein the antibody-receptor conjugate is
administered to the patient, followed by removal of unbound conjugate from the circulation using a
clearing agent and then administration of a "ligand" (e.g., avidin) which is conjugated to a cytotoxic
agent (e.g., a adionucleotide).

Antibody Derivati

The antibodies of the present invention can be further modified to contain additional
nonproteinaceous moieties that are known in the art and readily available. Preferably, the moieties
suitable for derivatization of the antibody are water soluble polymers. Non-limiting examples of
water soluble polymers includs, but are not limited to, polyethylene glycol (PEG), copolymers of
ethylene glycol/propylene glycol, carboxymethylcellulose, dextran, polyvinyl alcohol, polyvinyl
pyrrolidone, poly-1, 3-dioxolans, poly-1,3,6-trioxane, ethrylene/maleic anhydride copolymer,
polyaminoacids (either homopolymers or random copolymers), and dextran or poly(n-vimyl
pyrrolidone)polyethylene glycol, propropylene glycol homopolymers, prolypropylene oxide/ethylene
oxide co-polymers, polyoxyethylated polyols (e.g., glycerol), polyvinyl alcohol, and mixtures thereof.
Polyethylene glycol propionaldehyde may have advantages in manufactaring due to its stability in
water. The polymer mey be of any molecular weight, and may be branched or unbranched. The
number of polymers attached to the antibody may vary, and if more than one polymers are attached,
they can be the same or different molecules. In general, the mumber and/or type of polymers used for
derivatization can be determined based on considerations including, but not limited to, the particular
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propexties or functions of the antibody to be improved, whether the antibody derivative will be used in
a therapy under defined conditions, eftc.
utical Fo i

Therapeutic forrmlations comprising an antibody of the invention are prepared for storage by
mixing the antibody having the desired degree of purity with optional physiologically acceptable
carriers, excipients or stabilizers (Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed.
(1980)), in the form of aqueous solutions, lyophilized or other dried formmlations. Acceptable
carriers, excipients, or stabilizers are nontoxic to recipients at the dosages and concentrations
employed, and include buffers such as phosphate, citrate, histidine and other organic acids;
anfioxidants including ascorbic acid and methiomine; preservatives (such as octadecyldimethylbenzyl
phenol, butyl ar benzyl alcohol; alkyl parabens such as methyl or propy] pareben; catechol; resorcinol;
cyclohexanol; 3-pentanol; and m-cresol); low molecular weight (less than about 10 residues)
polypeptides; proteins, such as scrum albumin, gelatin, or immunoglobulins; hydrophilic polymers

. much as polyvinylpyrrolidone; amino acids such as glycine, glutamine, asparagine, hjstidine, arginine,

or lysine; monosaccharides, disaccharides, and other carbohydrates including gincose, mannose, or
dextrins; chelating agents such as EDTA; sugars such as sucrose, mannitol, trehalose or sorbitol; salt-
forming counter-ions snch as sodiom; metal complexes (e.g., Zn-protein complexes); and/or non-ionic
surfactants such as TWEEN™, PLURONICS™ or polyethylene glycol (PEG).

The formmlation herein may also contain more than one active compound as necessary for the
particular indication being treated, preferably those with complementary activitiea that do not
adversely affect each other. Such molecules are suitably preset in combinstion in emounts that are
effective far the purpose intended.

The active ingredients may also be entrapped in microcapsule prepared, for example, by
coacervation techniques or by intexfacial polymerization, for example, hydroxymethylcellulose or
gelatin-microcapsale and poly-(methylmsthacylate) microcapsuls, respectively, in colloidal drug
delivery systems (for example, liposomes, albumin microspheres, microemulsions, nano-particles and
nanocapsules) or in macroemmlsions. Such techniques are disclosed in Remington's Pharmaceutical
Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980).

The formmlations to be used for in vivo administration mmst be sterile. This is readily
accomplished by filtration through sterile filtration membrames,

Sustained-release preparations may be prepared. Suitable examples of sustained-releasc
preparations include semipermeable matrices of solid hydrophobic polymers containing the
imnmnoglobulin of the invention, which matrices are in the form of shaped articles, e.g., films, or
microcapsule. Examples of sustained-release matrices include polyesters, hydrogels (for example,
poly(2-hydroxyethyl-methacrylate), or poly(vinylalcohol)), polylactides (U.S. Pat. No. 3,773,919),
copolymers of L-giutamic acid and y ethyl-L-gluteamate, non-degradable ethylene-vinyl acetate,
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degradeble lactic acid-glycolic acid copolymers such as the LUPRON DEPOT™ (injectable
microspheres composed of lactic acid-glycolic acid copolymer and leuprolide acetate), and poly-D-(-
)-3-hydroxybutyric acid. While polymers such as ethylene-vinyl acetate and lactic acid-glycolic acid
enable release of molecules for over 100 days, certain hydrogels reicase proteins for shorter time
periods. When encapsulated immunoglobuling remain in the body for a long time, they may denature
or aggregate as a result of cxposure to moisture at 37°C, resulting in a loss of biological activity and
poasible changes in immumogenicity. Rational strategies can be devised for stabilization depending
on the mechanism involved. For example, if the aggregation mechanism is discovered to be
intermolecnlar S-S bond formation through thio-disnlfide interchange, stabilization may be achieved
by modifying sulfhydryl residues, lyophilizing from acidic solutions, controlling moisture content,
using appropriate additives, and developing specific polymer matrix compositions.
Uses

An antibody of the present invention may be used in, for example, in vitro, ex vivo and in vivo
therapeutic methods. Antibodies of the invention can be vsed as an antagonist to partially or fully

- - -block-the-specific antigen activity in vitro, ex vivo and/or in vivo. Moregver, .at least some of the

antibodies of the invention can nentralize antigen activity from other species. Accordingly, the
antibodies of the invention can be used to inhibit a specific antigen activity, e.g., in a cell culture
containing the antigen, in human subjects or in other mammaljsn subjects having the antigen with
which an antibody of the invention cross-reacts (c.g. chimpanzee, baboon, marmoset, cynomolgus and
rhesus, pig or monse). In one embodiment, the antibody of the invention can be used for inhibiting
antigen activities by contacting the antibody with the antigen such that antigen activity is inhibited.
Preferably, the antigen is a human protein molecule. ’

In one embodiment, an antibody of the invention can be nsed in a method for inhibiting an
entigen in a subject suffering from a disorder in which the antigen activity is detrimental, comprising
administering to the subject an antibody of the invention snch that the antigen activity in the subject is
inhibited. Preferably, the antigen is a human protein molecule and the subject is a human subject.
Alternatively, the subject can be a mammal expressing the antigen with which an antibody of the
invention binds. Still further the subject can be a mammal into which the antigen has been
introduced (¢.g., by administration of the antigen or by expreasion of an antigen tranggene). An
antibody of the invention can be administered to a lmman subject for therapeutic purposes. Moreover,
an antibody of the invention can be administered to a non-human mammal expressing an antigen with
which the imnmnoglobulin cross-reacts (e.g., 2 primate, pig or mouse) for veterinary purposes or as an
animel mode} of human disease. Regarding the latter, such animal models may be useful for
evaluating the therapeutic efficacy of antibodies of the invention (e.g., testing of dosages and time
courses of administration). Blocking antibodies of the invention that are therepeatically useful
include, for example but are not limited to, anti-HER2, anti-VEGF, anti-IgE, anti-CD11, anti-
interferon and anti-tissue factor antibodies. The antibodies of the invention can be used to treat,
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inhibit, delay progression of, prevent/delay recurrence of, ameliorate, or prevent diseases, disorders or
conditions associated with abnormal expression and/or activity of one or more antigen molecules,
including but not limited to malignant and benign tomors; non-lenkemies and lymphoid malignancies;
neurcnal, glial, astrocytal, hypothalamic and other glandular, macrophagal, epithelial, stromal and
blastocoelic disorders; and inflammatory, angiogenic and immunologic disorders.

In one aspect, & blocking antibody of the invention is specific to a ligand antigen, and inhibits
the antigen activity by blocking or interfering with the ligand-receptor interaction involving the ligand
antigen, thereby inhibiting the corresponding signal pathway and other molecular or cellular events.
The invention also features receptor-apecific antibodies which do not necessarily prevent ligand
binding but interfere with receptor activation, thereby inhibiting any responses that would normally be
initiated by the ligand binding. The invention also encompasses antibodies that either preferably or
exclusively bind to ligand-receptor complexes. An antibody of the invention can also act as an
agonist of a particular antigen receptor, thereby potentiating, enhancing or activating either all or
partiel activities of the ligand-mediated receptor activation.

--- In certain embodiments, an immmnoconjugate comprising an antibody. conjugnated with a _ .
cytotoxic agent is administered to the patient. Jn some embodiments, the immunoconjugate and/or
antigen to which it is bound is/are internalized by the cell, resulting in increased therapeutic efficacy
of the immmnoconjugate in killing the target cell to which it binds. In one embodiment, the cytotoxic
agent targets or interferes with mucleic acid in the target cell. Examples of such cytotoxic agents
include any of the chemotherapeutic agents noted herein (such as a maytansinaid or & calicheamicin),
a radicactive isotope, or & ribonuclease or a DNA endonuclease.

Antibodies of the invention can be used cither alone or in combination with other
compositions in a therapy. For instance, an antibody of the invention may be co-administered with
another antibody, chemotherapeutic agent(s) (including cocktails of chemotherapentic agents), other
cytotoxic agent(s), anti-angiogenic agent(s), cytokines, and/or growth inhibitory agent(s). Where an
antibody of the invention inhibits tumor growth, it may be particalarly desirable to combine it with
one or more other therapeutic agent(s) which also inhibits tumor growth. For instance, an antibody of
the invention may be combined with an anti-VEGF antibody (e.g., AVASTIN) and/or anti-ErbB
antibodies (e.g. HERCEPTIN® anti-HER2 antibody) in a treatment scheme, e.g. in treating any of the
diseases described herein, inclnding colorectal cancer, metastatic breast cancer and kidney cancer.
Alternatively, or additionally, the patient may receive combined radiation therapy (e.g. external beam
irradiation or therapy with a radioactive labeled agent, such as an antibody). Such combined therapies
noted above include combined administration (where the two or more agents are included in the same
or separate formulations), and separate administration, in which case, administration of the antibody
of the invention can occur prior to, and/or following, administration of the adyunct therapy or
therapies.
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The antibody of the invention (and adjunct therapeutic agent) is/are administered by any
suitable means, including parenteral, subcutaneons, intraperitoneal, intrapulmonary, and intranasal,
and, if desired for local treatment, intralesional administration. Parenteral infusions includs
intrarmuscular, intravenous, intraarterial, intraperitoneal, or subcutanecns administration. In addition,
the antibody is suitably administered by pulse infusion, particularly with declining doses of the
antibody. Dosing can be by any suitable route, e.g. by injections, such as intravenous or subcutaneous
injections, depending in part on whether the administration is brief or chronic. '

The antibody composition of the invention will be formmlated, dosed, and administered in &
fashion consistent with good medical practice. Factors for consideration in this context include the
particular disorder being treated, the particular mammal being treated, the clinical condition of the
individual patient, the canse of the disorder, the site of delivery of the agent, the method of
administration, the scheduling of administration, and other factors known to medical practitioners.
The antibody need not be, but is optionally formmlated with one or more agents currently used to
prevent or treat the disorder in question. The effective amount of such other agents depends on the
amgount of antibodies of the invention preseat in the formnlstion, the type of disarder or treatment, and
other factors discussed above. These are geperelly used in the same dosages and with administration
routes as used hereinbefore or about from 1 to 99% of the heretofore employed dosages.

For the prevention or treatment of disease, the appropriate dosage of an antibody of the
invention (when used alone o in combination with other agents such as chemotherapentic agents) will
depend on the type of disease to be treated, the type of antibody, the severity and course of the
disease, whether the antibody is administered for preventive or therapeutic purposes, previous
therapy, the patient's clinical history and response to the antibody, and the discretion of the attending
physician. The antibody is suitably administered to the patient at one time or over a series of
treatments. Depending on the type and severity of the disease, about 1 pg/kg to 15 mg/kg (e.g.
0.1mg/kg-10mg/kg) of antibody is an initial candidate dosage for administration to the patient,
whether, for example, by one or more separate administrations, or by continnous infasion. One
typical daily dosage might range from about 1 pg/kg to 100 mg/kg or more, depending on the factors
mentioned above. For repeated administrations over several days or longer, depending on the
condition, the treatment is sustained until a desired suppression of disease symptoms occurs. One
exemplary dosage of the antibody would be in the range from about 0.05mg/kg to about 10mg/kg.
Thus, one or more doses of about 0.5mg/kg, 2.0mg/kg, 4.0mg/kg or 10mg/kg (or any combination
thereof) may be administered to the patient. Such doses may be administered intermittently, e.g.
every week or every three weeks (e.g. such that the patient receives from about two to about twenty,
e.g. about six doses of the antibody). An initial higher loading dose, followed by one or more lower
doses may be administered. An exemplary dosing regimen comprises administering an initial loading
dose of about 4 mg/kg, followed by a weekly maintenance dose of about 2 mg/kg of the antibody.
However, other dosage regimens may be useful. The progress of this therapy is easily monitored by
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conventional techniques and assays.
Articles of Mapufacture

In another aspect of the invention, an article of mannfactre containing materials useful for the
treatment, prevention and/or diagnosis of the disorders described above is provided. The article of
manufacture comprises a container and & Iabel or package insert on or associated with the container.
Suitsble containers include, for example, boitles, vials, syringes, etc. The containers may be formed from
a variety of materials such as giass or plastic. The container holds a composition which is by itself or wher
combined with another composition effective for treating, preventing and/or diagnosing the condition and
may have a sterile access port (for example the container may be an intravenous solution bag or a vial
having a stopper pierceable by a hypodermic injection needle). At least one active agent in the
composition is an antibody of the invention. The label or package insert indicates that the composition is
used for treating the condition of choice, such as cancer. Moreover, the article of manufacture may
comprise (a) a first container with a composition contained therein, wherein the composition comprises an
antibody of the invention; and (b) a second container with a composition contained therein, wherein the

. composition comprises a farther cytotoxic agent. The agticlp of manpfacture in this embodiment of the .

invention may further comprise a package insert indicating that the first and second antibody compoaitions
can be used to treat a particnlar condition, e.g. cancer. Alternatively, or additionally, the article of
manufacture may farther comprise a second (or third) container comprising a pharmaceutically-acceptable
buffer, such as bacteriostatic water for injection (BWFTI), phosphate-buffered saline, Ringer’s solution and
dextrose solution. It may further include other materials desirable from a commercial and user standpoint,
including other buffers, diluents, filters, needles, and syringes.

The following are examples of the methods and compogitions of the invention. It is understood
that various other embodiments may be practiced, given the general description provided above.

EXAMPLES
Materials and Methods

Residue numbers are according to Kabat (Kabat ef al., Sequences of proteins of immunological
interest, 5th Ed., Public Health Service, National Institutes of Heelth, Bethesda, MD (1991)). Single
letter amino acid abbreviations are used. DNA degeneracies are represented using the TUB code (N =
A/C/GIT, D = AIGIT, V = AIC/G, B= C/GIT, H= AKCIT,K=G/T,M=AIC,R=A/G, S =G/C, W=
AT, Y =C).

MWMWMOM&:W&MMMMM—T&I
phegemid used for this work is a monovalent Fab-g3 display vector (pV0350-2B) having 2 open
reading frames under control of the phoA promoter, essentially as described in Lee et al., J. Mol. Biol.
(2004), 340(5):1073-93. The first open reading frame consists of the stll signal sequence fused to the
VL and CH1 domains acceptor light chain and the second consists of the stI signal sequence fused to
the VH and CH1 domains of the acceptor heavy chain followed by a truncated minor phage coat
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protein P3. See Lee et al., supra.

The VL and VH domains from murine 5D5 (see hybridoma 5D35.11.6, ATCC Deposit No.
HB-11855, deposit date May 23, 1995) were aligned with the luman consensus kappa I (buKT) and
human snbgroup Il consensus VH (helll) domains. To make the HVR graft, the acceptor VH
framework, which differs from the hnmen sabgroup IIT consensus VH domain at 3 positions: R71A,
N73T, and L78A (Carter et al, Proc. Nafl. Acad. Sci. USA 894285 (1992)) was used. Hypervariable
regions from the murine SD5 (mu5D5) antibody were engineered into the acceptor luman consensus
framework to generate a direct HVR-graft of SD3 (5DS5 graft). In the VL domain the following
regions were grafted to the human consensus acceptor: positions 24-34 (L1), 50-56 (L.2) and 8997
(L.3). In the VH domain, positions 26-35 (H1), 49-65 (H2) and 95-102 (H3) were grafted (Figure 1).

The direct-graft variants were generated by Kunkel nmtagenesis using a separate
oligonucleotide for eech hypervariable region. Correct clones were assessed by DNA sequencing.

Soft randomization of the hypervariable regionrs — Sequence diversity was introduced into
each hypervariable region using a soft mndomization strategy that maintains a bias towards the

. romrine hypexvarisble region sequence. This was accomplished using a poisoned oligomucleotide

synthegis strategy as described by Gallop et al., J. Med. Chem. 37:1233-1251 (1994). For a given
position within a hypervarisble region to be mmtated, the codon encoding the wild-type amino acid is
poisoned with a 70-10-10-10 mixture of nucleotides resulting in an average 50 perceat mutation rate
at each position.

Soft randomized oligonucleotides were pattemned after the murine hypervariable region
sequences and encompassed the same regions defined by the direct hypervarisble region grafts. The
amino acid position at the beginning of H2 (position 49) in the VH domain, was limited in sequence
diverity to A, G, S or T by using the codon RGC.

Generation of phags libraries - Randomized oligonncisotide pools designed for each
hypervariable region were phoshorylated separately in six 20 pl reactions containing 660 ng of
oligomacleotide, 50 mM Tris pH 7.5, 10 mM MgCl,, 1 mM ATP, 20 mM DTT, and 5 U
polymcleotide kinase for 1 h at 37°C. The six phosphorylated oligomcleotide pools were then
combined with 20 pg of Kunke] template in 50 mM Tris pH 7.5, 10 mM MgCl; in a final volaome of
500 p1 resulting in a oligomcleotide to template ratio of 3. The mixtare was annealed at 90 °C for 4
min, 50°C for 5 min and then cooled on ice. Exceas, unannealed oligonucleotide was removed with a
QIAQUICK PCR purification kit (Qiagen kit 28106) uaing a modified protocol to prevent excessive
densturation of the annealed DNA. To the 500 pl of annealed mixture, 150 p! of PB was added, and
the mixiure was split between 2 gilica columns. Following a wash of each column with 750 ul of FE
and an extra spin to dry the columms, each colomn was ehted with 110 ul of 10 mM Tiis, 1 mM
EDTA, pH 8. The annealed and cleaned-up tempinte (220 il) was then filled in by adding 1 ul
100mM ATP, 10 ul 25mM dNTPs (25mM each of dATP, dCTP, dGTP and dTTP), 15 ul 100mM
DTT, 25 pl 10X T™ buffer (0.5 M Ttis pH 7.5, 0.1 M MgCl.), 2400 U T4 ligase, and 30 U'T7
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polymerage for 3 h at room temperature.

The filled in product was analyzed on Tris-Acetate-EDTA/agarose gels (Sidhu er al,, Methods
in Enzymology 328:333-363 (2000)). Three bands were usually visible: the bottom band is a correctly
filled and ligated product, the middic band is a filled but unligated product, and the top band is a
strand displaced product. The top band is produced by an intrinsic side activity of T7 polymerase and
iz difficult to avoid (Lechner et al, J. Biol. Chem. 258:11174-11184 (1983)); however, this band
transforms 30-fold less efficiently than the bottom band and usually contributes little to the library.
The middle band is due to the absence of a 5' phosphate for the final ligation reaction; this band
transforms efficiently and gives mainly wild type sequence.

The filled in product was then cleaned-up and electropomated into SS320 celis and propageted
in the presence of M13/KO7 helper phage as described by Sidhu et al., Methods in Enzymology
328:333-363 (2000). Library sizes mnged from 1~ 2 x 10° independent clones. Random clones from
the initial libraries were sequenced to assess library quality.

Phage Selection — The human HGF receptor was generated and used as an Fe fusion (HGFR-

" Fc) (Mark et L., J. Bibl. Chem. (1992), 267:26166-26171). HGFR-Fc was coated-on MaxiSorp

microtiter plates (Nunc) at 5 pg/ml in PBS. For the first round of selection 8 wells of target were used;
a single well of target was used for snccessive ronnds of selection. Wells were blocked for 1 h using
Casein Blocker (Pierce). Phage were harvested from the culture supematant and suspended in PBS
containing 1 % BSA and 0.05 % TWEEN 20 (PBSBT). After binding to the wells for 2 h, unbound
phage were removed by extensive washing with PBS containing 0.05 % TWEEN 20 (PBST). Bouond
phage were eluted by incubating the wells with 50 mM HCI, 0.5 M KCl for 30 min. Phage were
amplified using Top10 cells and M13/KO7 helper phage and grown overnight at 37 °C in 2YT, 50
pg/ml carbanecillin. The titers of phage eluted from a target coated well were compared to titers of
pbage recovered from a non-target coated well to assess enrichment.

For affinity maturation, phage libraries were sorted using a sohution sorting method. HRGR-Fc
was biotinylated by mixing 500 i of 3.6 mg/ml HGFR-Fc in PBS, and 10 pl of 1 M Potassium
phosphate, pH 8 with 20 ul 4 mM Sulfo-NHS-LC-biotin (Pierce). Biotinylated HGFR-Fc (b-HGFR-
Fc) was purified using a NAPS column (Amersham Biosciences) in PBS. Microtiter wells were coated
with 10 pug/m! neutravidin in PBS overnight at 4°C and then blocked for 1 h using Casein Blocker
(Pierce). In the first round of panning, 200 ul phage suspended in PBS containing 0.05% Tween 20
(PBST) and 1 % BSA were mixed with 10 nM b-HGFR-Fc for 1 br. Phage bound to b-HGFR-Fc were
captored on neutravidin coated wells for 10 min and unbound phage were washed away with PBST.
Phage were eluted using 20 mM HCI, 500 mM KCl for 45 m, neutralized, and propagated in XL1 blue
cells (Stratagene) in the presence of KO7 helper phage (New England Biolabs). Subsequent rounds of

_sorting weze performed similarly with the following exceptions: in round 2 the final b-HGFR-Fc

concentration was 5.6 nM, in round 3 the final b-HGFR-F¢ concentration was 0.1 nM, in round 4 the

final b-HGFR¥c concentration was 0.5 nM and 780 nM unbiotinylated HGFR-Fc wes added to the
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mixture for 1 h prior to capture on neutravidin.

Phage ELISA — MaxiSorp microtiter plates were coated with human HGFR-Fc at 5 pg/ml in
PBS over night and then blocked with Casein Blocker. Phage from culture supernatants were
incubated with serially diluted HGFR-Fc in PBST containing 1 % BSA in a tissue culture microtiter
plate for 1 h after which 80 pl of the mixture was transferred to the target coated wells for 15 min to
capture unbound phage. The plate was washed with PBST and HRP conjugated anti-M13 (Amersham
Pharmacia Biotech) was added (1:5000 in PBST containing 1 % BSA) for 40 min. The plate was
washed with PBST and developed by adding Tetramethylbenzidine substrate (Kirkegaard and Perry
Laboratories, Gaithersburg, MD). The absorbance at 405 nm was plotted as a function of target
concentration in solution to determine an ICs,. This was used as an affinity estimate for the Fab clone
displayed on the surface of the phage.

Fab Production and Affinity Determination-To express Fab protein for affinity
measurements, a stop codon was introduced between the heavy chain end g3 in the phage display
vector. Clones were tranaformed into E. coli 3488 cells and grown in APS media at 30 C (Presta et al.
Cancer Res. 57: 4393-4599 (1997)). Cells were haryested by centrifugation, suspended in 10 mM
Tris, 1 mM EDTA pH 8 and broken open using a microfluidizer. Fab was purified with Protein G
affinity chromatography.

Affinity determinations were performed by surface plesmon resonance using a BIAcore™-
2000. HGFR-Fc was immobilized (~1000 response units (RU)) on 8 CM5 chip and varied
concentrations of Fab (4 to 500 nM) in PBST were injected. After each injection the chip was
regenerated using 100 mM HCL Binding response was corrected by subiracting the RU from a blank
flow cell. A 1:1 Languir model of simnltaneous fitting of ke and kg was used for kinetics analysis.

Electro-chemiluminescent assay for OASDS blocking of HGF / cMet binding

Purified cMet-Ig protein produced at Genentech (South San Prancisco, CA) was biotinylated
by incubating with 20-fold molar excess NHS-X-Biotin in 0.1 M NaHCO3, pH 8.5 using biotin-X-
NHS (Research Organics, Cleveland, OH). Purified human 2-chain HGF produced at Genentech was
labeled with BV-TAG (cat # 110034) via NHS-ester chemistry according to manufacturer’s directions
(BioVeris International, Gaithersburg, MD). cMet-Ig-biotin (500 ng/ml..) . HGF-Rutheniom Tag
(250 ng/mL), and titrations of OASDS5 antibody ranging from 3333-0.21 oM of antibody were
incubated together in a volume of 100 ul of agsay diluent: PBS + 0.5% BSA / 0.5% Tween 20/
0.033% Proclin (Supelco Inc. Bellefonte PA). The mixtures were incubated in sealed polypropylene
round bottom 96 well plates (Coming) for 2-4 hours at room temperature with shaking. Streptavidin
magnetic beads (Dynabeads, BioVeris) were added. Following a final 45 min incubation with
vigorous shaking, the plates were read using a BioVeris M-Series instrument (BioVeris International,
Gaithersburg, MD).

KIRA (HGF-dspendent -Met Phosphorylation)

A549 cells (ATCC, Manassas, VA) were maintained in growth medium (Ham's F12/DMEM
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50:50 [Gibco, Grand Island, NY] containing 10% fetal bovine serum (FBS, Sigma, St. Louis, MO).
To prepare cells for the assay, cells from conflnent cultures were detached using Accutase (ICN,
Aurora, OH) and seeded into 96 well plates at a density of 50,000 cells per well. After an overnight
incubation at 37°C, growth media was removed and cells were gerum starved for 30 — 60 min in
medium containing 0.1% FBS. To determine the ability of OA-5DS5 to inhibit cMet phosphorylation,
the molecule was serially diluted from 200 to 0.19 nM in medium + 0.1% FBS and added to the assay
plates. After a 15 min incubation at 37°C, HGF (50 ng/ml) was added. The plates were then
incubated for an additional 10 mimtes at 37°C, the media was removed and a cell lysis buffer was
added (Cell Signaling Technologies, Cat # 9803, Beverly, MA; supplemented with a protease
inhibitor cocktail purchased from Calbiochem, Cat #539131, San Diego, CA). The lysates were
analyzed for phosphorylated c-Met via an electrochemiluminescence assay using an BioVeris M-
Series instrument (BioVezis International, Gaithersburg, MD). An anti-phosphotyrosine mAb (clone
4G10, Upstate, Lake Placid, MY) was lebeled with BV-TAG via NHS-ester chemistry according to
manufacturer’s directions (BioVeris). Antibodies against the c-Met extracellular domain were

.biotinylated using biotin-X-NHS (Research Organics, Cleveland, OH). The BY-TAG-labeled 4G10 .

and biotinylated anti-c-Met mAb were diluted in assay buffer (PBS / 0.5% Tween-20/ 0.5% BSA)
and added as a cocktail to the cell lysates. Aftera 1.5 - 2 hr incubation at room temperature with
vigorous shaking, streptavidin magnetic beads (Dynabeads, BioVeris) were added. Following a final
45 min incubation, the plates were read on the BioVeris instrament.

Cell Culture and proliferation assay

BaF3 is a murine IL-3 dependent [ymphoid cell that normally does not express cMet and does
not respond to HGF. However, in BaF3-hMet derived by transfection with a normal, full-length
c¢DNA for human c-Met (Schwall et al., J.Cell BioL (1996), 133:709-718), HGF stimulates
proliferation and survival in the absence of IL.-3. BaF3-hMct and BaF3-neo cells were routinely
passaged in RPMI 1640, 5% fetal bovine seram, 4 jl/1. B-mercapthoethanol, 100 U/ml penicillin,
100 pg/ml streptomycin sulfate, 2 mM 1-glutamine, and 5% WEHI-conditioned mediom as a source
of IL-3. To measure HGF-dependent proliferation the number of cells after 3 days of treatment was
quantitated by adding 25 pl Alarma Blue (Trek Diagnostic Systems; Cleveland, OH) and measuring
fluorescence intensity 6 hours later. Control experiments were proliferation of these cells in the
absence of HGF. H358-PSF2 and HGF-PSF8 cells were passaged in RPMI 1640, 10% fetal bovine
serum, 100 U/ml penicillin, 100 pg/mi streptomycin sulfate, 2 mM L-glutamine, The assay medium
was RPMI 1640 plus 0.1%, 0.5% BSA, or 10% FBS respectively. The assay was performed as
described above.

Immaunoprecipitation and Wesiern Blot

H358 cells are a cell line derived from hnman non-small cell lnung carcinoma (NSCLC).
H358-PSF2, H358-PSFS cells are human HGF stable transfected H358 cells (Tsao et al., Neoblalia.

Vol.2, No.3, 2000), and were cultured in RPMI 1640, 10% fetal bovine serum, 100 U/m! penicillin,
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100 pg/ml streptomycin sulfate, 2 mM L-glrtamine. cMet tyrosine phosphorylation detection was
performed essentially as described previously (Zioncheck, J Bio Chem, 270(28):16871-8, 1995). In
brief, cells were plated in 60-mm plates overnight, and medium was changed to RPMI 1640
containing 0.5% BSA, before adding the combinations of with or withoat 1nM HGF or competitor
OASDS.v2 antibodiy. After 10 min at 37 °C, medium was removed and cells were lysed using lysis
buffer (150 mM NaCi, 1.5 mM MgCl2, 1% Triton X-100, 1x protease inhibitor cocktril, 1X
phosphatase inhibitor cocktail (Sigma, St. Loais, MO)). After spinning, the supernatant of the lysate
was incubated with anti-cMet IgG polyclonal antibody (¢-28; Santa Craz Biotechnology, Santa Crdz,
CA) bound to protein G-Sepharose for 1 hour at 4 °C. The immune complexes were washed and
boiled in Ix sample buffer, before separation by SDS-PAGE and electroblotting to nitrocellulose.
Phosphotyrosine-containing proteins were vigualized using an anti-phosphotyrosine antibody (4G10;
Upstate Biotechnology, Waltham, MA) followed by HRP-conjngated goat anti-mouse Fab (1:10,000;
Jackson Laba, West Grove, PA), and in the case of total cMet naing c-28 antibody (1:400; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) followed by goat anti-rabbit Fe-HRP (1:10,000; Jackson Labs, West
Grove, PA) with chemiluminescence detection. -

Tumor xenogrgft study

Athymic female mice were inoculated subcutaneously with 5 million KP4 pancrestic
carcinoma cells. When tumors reached 150-200 mm?®, mice were assigned to 2 groups of 10, Group 1
was injected IP with vehicle twice per week. Group 2 was injected IP with OASDS.v2, 30 mg/kg,
sacrificed when tamor volume exceeded two-times the starting tamor volume, or if the tumor
ulcerated.

Results and Discossion

Humanization of SDS - The humean acceptor framework nsed for the humanization of SD5
comprises the consensus human kappa I VL. domain and a variant of the human subgroup IIT
consensus VH domain. The variant VH domain has 3 changes from the human consensus: R71A,
N73T and L78A. The VL and VH domains of murine 5D5 were aligned with the human kappa I and
subgroup Il domains; each HVR was identified and then grafted into the haman acceptor framework
to genemate a SD5 graft that could be displayed as an Feb on phage. When phage displaying the SD5
graft were tested for binding to immobilized HGFR-Fc, no binding was observed.

A library was generated in which each of the HVR regions of the 5D5 graft was soft
randomized. This library was panned against immobilized HGFR-Fe for 4 rounds of selection.
Clones were picked for DNA sequence analysis and revealed a single clone had been selected. This
clone had a single change in the VH domain et position 94 (R94S) just cutside the intended region of
HVR-H3 targeted for mutagenesis. Analysis of this clone by phage ELISA indicated it had similar
affinity to that of the monovalent affinity of murine 5D5. When expressed as an Fab and tested by :
Biacore, the Kd was determined to be 9.8 nM compered to 8.3 oM for the monovalent affinity of
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murine 5D5. Thus this unexpected substitution restores fuil binding affinity to the 5D5 graft, and the
5DS5 graft plus R94S (huSD5.v1) represents a fully humanized antibody. Interestingly, a homologous
arnino acid, threonine, is found at this position in the murine antibody. MacCallum et al. (MacCallum
et al. J. Mol Biol. 262; 732-745 (1996)) have analyzed antibody and antigen complex crystal
structures and found positions 93 and 94 of the heavy chain are part of the contact region thus it seems
reasonable to include these positions in the definition of hypervariable region of H3 (HVR-H3) when
humanizing antibodies.

Affinity maturation of hu5D5.vI —'To improve the affinity of huSD5.v1, six phage display
llbmneswemmtedmlhebmkgmundofhuSDS v1, each targeting a single HVR for soft
randomization. To avoid m—snlecnng ho5D5.v1 from a potential high background of wild-type
template, stop codons were introdaced into the HVR to be mntated prior to generating each library. A
solution sorting method was used to enhance the efficiency of the affinity-based phage selection
process. By manipulating the biotinylated target concentration, reducing the phage capture time to
Iower backgrounds and the addition of unbiotinylated target to eliminate clones with faster off rates,

- high affinity cloneg can be proficiently selected. Lee et al, supra. From the first round of selection,

enrtichment (target dependent phage capture) was cbserved suggesting a Iarge number of clones were
present in each library with reasonsbly high affinity for HGFR-Fe. Selection stringency (see Methods
above) was increased in subsequent rounds and at round 3 all 6 Libraries were combined to generate a
seventh library pool. After 4 rounds of selection, clones from each of the 7 library pools were
analyzed. All clones in the libraries targeting HVR-L1 and HVR-L3 were identical to hu5SD5.v1;
however, new sequences were observed in libraries targeting HVR-L.2, HVR-H1, HVR-H2 and HVR-
H3 (Figure 2). The library pool consisting of the combination of all 6 libraries was dominated by
sequences from the HVR-H3 library suggesting that these sequences provided the largest
improvement in affinity for HGFR-Fc (Figure 3). Selected clones were screened by phage ELISA and
then expressed as Fab protein and their affinity determined using Biacore. Several clones from the
combined library with changes in HVR-H3 had improved affinities compared to bhu5D5.v1 or the
murine 5D5 monovaleat affinity (Figure 4). These clones had either S/T at position 94, R/S at position
96 and T/S at position 100 and P/S/A at position 100a. The best clone, clone 78 (huSD5.v2) had 3
changes from huSDS5.v1 (94T, 96R and 100T) and a 13-fold affinity improvement,

Thus starting from the graft of the 6 murine SD5 HVRs into the human acceptor scaffold, the
expansion of HVR-H3 to include position 94 (Threonine) and the addition of 2 changes in HVR-H3
leads to a fally human 5D5 antibody with 13-fold improved binding affinity for HGFR. Furthermore,
selected humanized antibodies described herein have been determined to have at least comparable
biological activity as the parent SD5 antibody, for example in recepior phosphorylation assays, etc.
(data not shown).

Characterization of an antibody of the invention — “One-armed” (also referred to as “one-
arm” and “OA") anti-Met antibodies were characterized. Two antibodies of the invention weze tested.
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Specifically, the “OA-5D5.v2" antibody comprised a single Fab arm comprising variable domain
sequences as depicted in Figure 13, wherein the Fab arm was fused to an Fe region, and wherein the
Fc region was a complex between one Fc polypeptide comprising the Fc sequence depicted in Figure
13 and and one Fc polypeptide comprising the Fc sequence depicted in Figare 14. The antibodies
were characterized as follows:

D

)

3

@

In an assay to test ability of OA-5D5.v2 to block binding of HGF to its receptor,
OA-5D5.v2 was able to block HGF binding to its receptor at least as well as two
comparator antibodies — namely a chimeric one-armed antibody (which comprised
a Fab arm from the murine parent SD3 antibody (varisble domains depicted in
Figure 7) fascd to a human Fc region), and another antibody of the invention
(OA- 5D5.v1). When tested across an antibody concentration range of about 3333
to 0.21 nM, under conditions as described in the Materials and Methods section
sbave, OA-5DS5.v2 was found to have an IC50 value that was less than about half
that of a comparator antibody such as the chimeric one-armed antibody and OA-

. 5DS.y1, Notably, OA-5DS5.v1 also blocked with better ICSO than the reference

chimeric antibody. See Figure 8.

In an agsay to teat ability of OA-5D35.v2 to inhibit HGF receptor activation, OA-
5D5.v2 was able to inhibit kinase receptor activation at least as well as the two
comparator antibodies as described in (1) above. When tested across an antibody
concentration range of about 200 to 0.19 nM, under conditions as described in the
Materilas and Methods section above, OA-5DS5.v2 was found to have an IC50
with & value that was less than about half that of & comparstor antibody such as
the chimeric one-armed antibody and OA-5D5.v1. See Fig. 9.

OA-5D5.v2 was also tested for croas-species binding among human, primate
(cynomolgus monkey), canine and murine (mouse). OA-5D5.v2 was found to
bind specifically to humen and primte (cynomolgnls monkey) HGF receptor, bt
not canine or murine (mouse). (data not shown.)

OA-5D5.v2 was tested for its ability to inhibit cell proliferation in the presence of
HGF. As shown in Figure 10, OA-5DS5.v2 inhibited cell proliferation at least as
well az its chimeric antibody counterpart and OA-5D3.v1 (as deacribed in (1)
above). When tested across an antibody concentration range of about 0.01 to 100
nM, under conditions as described in the Materilas and Methods section above,
OA-5D5.v2 was found to have an IC50 value that was less than about half that of
a comperetor antibody such as the chimeric one-armed antibody and OA-5D5.v1.
See Fig. 10. Specific binding of OA-5D5.v2 to the Met-transfected cells was
confirmed by FACs anslysis. (data not shown)
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()] OA-5D5.v2 was tested for its ability to inhibit receptor tyrosine phosphorylation
in the presence of HGF. As shown in Figures 11A and B, OA-5D5.v2 inhibited
receptor tyrogine phosphorylation when tested at antibody concentrations from
about 10 to 1000 oM. See Fig. 11A and B.

(6) OA-5D5.v2 was tested for in vivo efficacy using a tumor xenograft model based
on a pancreatic tumor cell line (KP4). Results from this efficacy study showed
that the OA-5DS5.v2 antibody was capable of inhibiting and causing regression of
tnmors in vivo. As shown in Fig. 12, there was complete loss of tumor in most of
the animals treated with the antibody.
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1. An anti-c-met antibody comprising:
(2) at least one HVR sequence selected from the group consisting of:

® HVR-L1 comprising sequence A1-A17, wherein A1-A17 is
KSSQSLLYTSSQKNYLA (SEQ ID NO:1)

(ii) HVR-L2 comprising sequence B1-B7, wherein B1-B7 is WASTRES (SEQ
ID NO:2)

(iii) HVR-L3 comprising sequence C1-C9, wherein C1-C9 is QQYYAYPWT
(SEQ ID NO:3)

-(y) .. HVR:H1 comprising sequence D1-D10, wherein D1-D10is GYTETSYWLH

(SEQ ID NO:4)

)] HVR-H2 comprising sequence E1-E18, wherein E1-E18 is
GMIDPSNSDTRFENPNFKD (SEQ ID NO:5)

{(vi HVR-H3 comprising sequence F1-F11, wherein F1-F11 is XYGSYVSPLDY
(SEQ ID NO:6) and X is not R; and

®) at least one variant HVR, wherein the variant HVR comprises modification of at least
one residue of the sequence depicted in SEQID NO: 1, 2, 3,4, 50r 6.

2. The antibody of claim 1, wherein F1 in a variant HVR-H3is Tor S,F3isRor Sand F7ig T.

3. ‘The antibody of claim 1, wherein the antibody is hnmanijzed.

4, The antibody of claim 1, wherein at least a portion of the framework sequence is a human
consensus framework sequence.

5. The antibody of claim 1, wherein said modification is substitution, insertion or deletion.

6. The antibody of claim 1, wherein a HVR-L2 variant comprises 1-5 (1, 2, 3,4 or 5)
substitotions in any combination of the following positions: B1 (M orL), B2 (P, T, Gor S),
B3(N,G,RorT),B4(,NorF),B5(P,LLorG),B6 (A.D, Tor V) and B7(R. L Mor
Q).

1. The antibody of claim 1, wherein a HVR-H1 variant comprises 1-5 (1, 2, 3,4 or §)
substitutions in any combination of the following positions: D3 (N, P,L, S, A, I),D5 (L Sor
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10.
11.
12.
13.
14,
15.

16.

17.

18.
19.

21.

2B

Y),D6(G,D, T.K,R),D7(F,H,R, 8, T or V) and D9 (M or

The antibody of claim 1, wherein a HVR-H2 variant comprises 1-4 (1, 2, 3 or 4) substitutiona
in any combination of the following positions: E7 (Y), E9 (I), E10 (), E14 (T or Q), B15 (D,
K, 8, T or V), B16 (L), E17 (E, H, N or D) and E18 (Y, E or H).

The antibody of claim 1, wherein a HVR-H3 variant comprises 1-5(1,2,3,4 or 5)
substitntions in any combination of the following positions: F1(T, S), F3 (R, S,H, T, A, K),
F4(G),F6(R,F.M, T,E, K, A,L, W), F7 (L. L, T, R, K, V), FB (S, A), F10 (Y, N) and F11
QS,HBP.

The antibody of claim 1 comprising an HVR-L.1 having the sequence of SEQ ID NO:1.

The antibody of claim 1 comprising an HVR-L3 having the sequence of SEQ ID NO:3.

The antibody of claim 1, wherein F1 in & variant HVR-H3 is T.

The antibody of claim 1, wherein F3 in a variant HVR-H3 is Ror S.

The antibody of claim 1, wherein F7 in a variant HVR-H3 is T.

A humanized anti-c-met antibody wherein monovalent affinity of the antibody to buman c-
met is substantially the same as monavalent affinity of & murine antibody comprising & lLight
chain and heavy chain variable sequence as depicted in Fig. 7 (SEQ ID NO: 9 and 10).

A humanized anti-c-met antibody wherein monovalent affinity of the antibody to human c-
met is at least 3-fold greater than monovalent affinity of a mnrine antibody comprising a light
chain and heavy chain variable sequence as depicted in Fig. 7 (SEQ ID NO: 9 and 10).

The humanized antibody of claim 15 or 16 wherein the nmrine antibody is produced by
hybridome cell line deposited under American Type Crltnre Collection Accession Number
ATCC with designation HB-11894 (hybridoma 1A3.3.13) or HB-11895 (hybridomsa
5D5.11.6).

The antibody of any of claims 15-17 whezein the binding affinity is expressed as a Kd value.
'The antibody of any of claim 15-18 wherein the binding affinity is measured by Biacore ar
radicimaminoassay.

The antibody of claim 1 comprising haman x subgroup 1 consensus framework sequence.
The antibody of claim 1 comprising heavy chain human subgroup III consensus framework
sequence.

The antibody of claim 21 wherein the framework sequence comprises a substitution at
position 71, 73 and/or 78.

The antibody of claim 22 wherein said substitution is R71A, N73T and/or N78A.

A humanized anti-c-met antibody wherein the humanized antibody inhibits binding homan
hepatocyte growth factor to its receptor better than a reference antibody comprising a
chimeric anti-c-met antibody compriging a light chain and heavy chain varishle sequence as
depicted in Fig. 7 (SEQ ID NO: 9 and 1().
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25.  The antibody of claim 24, wherein the humanized antibody inhibits binding with an IC50
value that is less than half that of the chimeric antibody.

26. The antibody of claim 25, wherein the IC50 is determined across an antibody concentration
range from about 0.01 nM to around 1000 nM.

27. A humanized anti-c-met antibody wherein the humanized satibody inhibits human hepatocyte
growth factor (HGF) receptor activation better than a reference antibody comprising a
chimeric anti-c-met antibody comprising a light chain and heavy chain variable sequence as
depicted in Fig. 7 (SEQ ID NO: 9 and 10).

28.  The antibody of claim 27, wherein the hamanized antibody inhibits receptor activation with
an IC50 value that is less then half that of the chimeric antibody.

29.  The antibody of-claim 28, wherein the IC50 is determined across an antibody concentration
range from about 0.1 nM to about 100 nM.

30. A humanized anti-c-met antibody wherein the humanized antibody inhibits c-met-dependent
cell proliferation better than a reference antibody comprising a chimeric anti-c-met amibod).r
comprising a light chain and heavy chain varisble sequence as depicted in Fig. 7 (SEQ ID
NO: 9 and 10).

31.  The antibody of claim 30, wherein the humanized antibody inhibits cell proliferation with an
ICSO value that is less than half that of the chimeric antibody.

32.  Theantibody of claim 31, wherein the IC50 is determined across an antibody concentration
range from about 0.01 nM to about 100 nM.

33.  Theantibody of the preceding claims, wherein both the umanized antibody and chimeric
emtibody are monovalent.

34.  The mtibody of the preceding claims, wherein both the humanized antibody and chimeric
antibody comprise a single Fab region linked to an Fe region.

35.  Anantibody comprising a heavy chain variable domain comprising HVR1-HC, HVR2-HC
and/or HVR3-HC sequance depicted in Figure 13 (SEQ ID NO: 191-193).

36.  The antibody of claim 35, wherein the variable domain comprises FR1-HC, FR2-HC, FR3-
HC and/or FR4-HC sequence depicted in Figure 13 (SEQ ID NO: 187-190).

37. The antibody of claim 335 or 36, wherein the antibody comprises CH1 and/or Fc sequence
depicted in Figure 13 (SEQ ID NO: 194 and/or 195). ’

38.  An antibody comprising a light chain variable domain comprising HVR1-LC, HVR2-LC
end/or HVR3-LC sequence depicted in Figore 13 (SEQ ID NO: 183-185),

39,  The antibody of claim 38, wherein the variable domain comprises FR1-LC, FR2-LC, FR3-LC
and/or FR4-LC sequence depicted in Figure 13 (SEQ 1D NO: 179-182).

40. Theantibody of claim 38 or 39, wherein the antibody comprises CL1 sequence depicted in

Figure 13 (SEQ ID NO: 186).
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41,

42
43,

45.

. 47,

51.
52.
53.
52

An antibody comprising a heavy chain variable domain of any of claims 35-37 and a light
chain variable domain of any of claims 38-40.

The antibody of claims 41, wherein the antibody is monovalent and comprises an Fe region.
The antibody of claims 42, wherein the Fc region comprises a first and a second polypeptide,
wherein the first and second polypeptide each comprises one or more mutations with respect
to wild type human Fe.

The antibody of claim 43, whaeinﬂaeﬁrstpolypepﬁdecompﬁmthchneqmcedeﬁcwdin
Figure 13 (SEQ ID NO: 195) and the second polypeptide comprises the sequence depicted in
Figure 14 (SEQ ID NO: 196).

A method of inhibiting c-met activated cell proliferation, said method comprising contacting a
cell or tissue with an effective ammmt of an antibody of any of the preceding claims.

A method of modulating a disease associated with dyaregulation of the HGF/c-met signaling
axis, said method comprising administering to a subject an effective amount of an antibody of
any of the preceding claims.

A method of treating a subject having cancer, said method comprising administeringto the _ .

subject an effective amount of an antibody of any of the preceding claims.

The method of claim 47, wherein the cancer is lung cancer, brain cancer, kidney cancer,
gastric cancer, colorectal cancer and/or pancreatic cancer.

A method of treating a proliferative disorder in a snbject, said method comprising
adminigtering to the subject an effective amount of an antibody of any of the preceding
claims.

The method of claim 49, wherein the proliferative disarder is cancer.

A mucleic acid encoding the antibody of any of claims 1-44.

A host cell comprising the nucleic acid of claim 51.

A composition comprising the entibody of any of claims 1-44.

The composition of claim 53, wherein the composition comprises a carrier.
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FIG 5B
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Inhibiti n of HGF/ cMet Binding

FIG._8
Inhibition of 2.5 nM HGF-Tag binding
in solution to 5§ nM cMet-biotin
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Sequence Listing

<110> Genentech, Inc.
Dennis, Mark S.
Billecl, Karen
Young, Judy
Zheng, Zhong

<120> HUMANIZED ANTI-CMET ANTAGONISTS
<130> P2138BR1 PCT

<140> PCT/US2005/027626
<l41> 2005-08-04

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

<160> 196

<210> 1

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificlal sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

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

Leu Ala

<210> 2

<211> 7

<212> PRT

«<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 2

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
5

<210> 3

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
«223> Sequence 1s synthesized



<400> 3

Gln Gln Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr
5

<210> 4

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 4

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His
5 10

<210> 5

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<4Q00> 5
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn
1 5 10 15

Phe Lys ABp

<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
«223> Sequence is synthesized

<220>

<221> Unsure

<222> 1

<223> X is any amino acid except R

<400> 6

Xaa Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 7

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

«220>
<223> Sequence is synthesized

%



N

<400> 7

Thr Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> B

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificlal sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 8
Ser Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 9

<211> 114

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 9
Asp Ile Met Met Ser Gln Ser Pro Ser Ser Leu Thr Val Ser Val
1 5 10 15

Gly Glu Lys Val Thr Val Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu
20 25 3o

Tyr Thr Ser Ser Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
a5 40 45

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

Glu S8er Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr
65 70 75

AsBp Phe Thr Leu Thr Ile Thr Ser Val Lys Ala Asp Asp Leu Ala
80 85 90

val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr Phe Gly
95 100 105

Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
110

<210> 10

<211> 119

<«212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 10
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Arg Pro Gly
1 5 10 15



Ala Ser Val

Ser Tyr Trp

Glu Trp Ile

Asn Pro Asn

Ser Asn Thr

Ser Ala Val

Leu Asp Tyr

<210> 11

<211> 108
<212> PRT
<213>

<220>
<223>»

<400> 11

Artificial

Met
20

Lys

His
35
Gly Met
50
Phe Lys
65

Ala Tyr

80

Tyr Tyr

95

Gly
110

Trp

Ser Cys Arg

Trp Val Lys

Ile Asp Pro

Asp Lys Ala

Met Leu Leu

Cys Ala Thr

Gln Gly Thr

gequence

Sequence is syntheslzed

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1

Gly Asp Arg

Asn Tyr Leu

Leu Leu Ile

Arg Phe Ser

Ser Ser Leu

Tyr Asn Ser

Ile Lys Arg

5

val Thr
20

Ala Trp
a5

Tyr Ala
50

Gly Ser
65

Gln Pro
80

Leu Pro
95

Ile Thr Cys

Tyr Gln Gln

Ala Ser Ser

Gly Ser Gly

Glu Asp Phe

Trp Thr Phe

Ala

Gln

Ser

Ser

Ser

Ser

Arg

Lys

Leu

Ala

Gly

Ser
25

Arg
49

Ser
85

Gly
100

Val
115

Ser
10

Ala
25

Pro
40

Glu
55

ABp
70
85

Gln
100

Gly Tyr Thr

Pro Gly Gln

Ser Asp
Asn Val Asp

Ser

Ser val

Thr Val Ser

Leu Ser

Ser Gln Ser

Gly Lys Ala

Ser

Gly Val

Phe

Cys

?

Gly Lys

Phe

Gly

Ala

Ser

Ser

Ser

Ile

Pro

Pro

Gln

Vval

Leu
45

Phe
60

Ser
75

Asp
90

Pro
105

Val
15

Ser
30

Lys
45

Ser
60

Ile
75

Gln
90

Glu
105

K



<210> 12
<211> 114
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>

<2235 Sequence is synthesized

<400> 12

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1

Gly Asp Arg Val

Tyr Thr Ser Ser

Pro Gly Lys Ala

Glu Ser Gly Val

Asp Phe Thr Leu

Thr Tyr Tyr Cys

Gln Gly Thr Lys

<210> 13
<211> 113
<212> PRT

Thr
20

Gln
35

Pro
50

Pro
65

Thr
80

Gln
85

Val
110

Ile Thr Cys

Lys Asn Tyr

Lys Leu Leu

Ser Arg Phe

Ile Ser Ser

Gln Tyr Tyr

Glu Ile Lys

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Sequence is synthesized

<400> 13

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1

Gly Ser Leu Arg

Ser Tyr Ala Met

Glu Trp Val Ser

Ala Rsp Ser Val

5

Leu
20

Ser
35

val
50

Lys

Ser Cys Ala

Trp Val Arg

Ile Ser Gly

Gly Arg Phe

Ser

Lys

Leu

Ile

Ser

Ala

Arg

Gly

Ala

Gln

Asp

Ser
10

Ser
25

Ala
40
55

Gly
70

Gln
85

100

Gly
10

Ser
25
40

Gly
55

Ile

Ser

Trp

Trp

Ser

Pro

Pro

Leu

Gly

Pro

Gly

Ser

V)

Ser Ala

Gln Ser

Tyr Gln

Ala Ser

Gly Ser

Glu Asp

Trp Thr

Vval Gln

Phe Thr

Gly Lys

Ser Thr

Arg Asp

Ser

Gln

Thr

Gly

Phe

Phe

Pro

Phe

Gly

Tyr

Asn

val
15
30

Lys
45

Arg
60
75

Ala
80

Gly
105

Gly
15

Ser
30

415

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

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

110

<210> 14
<21l> 119
<212> PRT

«213> Artificial sequence

<220>

<223> Sequence is synthesized

<400> 14
Glu Val Gln Leu Val
1 5

Gly Ser Leu Arg Leu
20

Ser Tyr Trp Leu His
35

Glu Trp Val Gly Met
50

Asn Pro Asn Phe Lys
65

Lys Asn Thr Ala Tyr
80

Thr Ala Val Tyxr Tyr
85

Leu Asp Tyr Trp Gly
110

<210> 15

<2ll> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Leu Asp Ala Gln Thr
5

<210> 16

<211> 9

Glu

Ser

Trp

Ile

Asp

Cys

Gln

Ser Gly Gly

Cys Ala Ala

Val Arg Gln

Asp Pro Ser

Arg Phe Thr

Gln Met Asn

Ala Arg Tyr

Gly Thr Leu

100

Gly
10

Ser
25

Ala
40

ABn
55

Ile
70

Ser
85

Gly
100

Val
115

5

Leu Arg Ala Glu Asp

75

920

Asp Tyr Trp Gly Gln

Leu

Gly

Pro

Ser

Ser

Leu

Ser

Thr

val Gln

Tyr Thr

Gly Lys

Asp Thr

Ala Asp

Arg Ala

Tyr Val

val Ser

Pro

Phe

Gly

Arg

Thr

Glu

Ser

Ser

105

Gly
15
30

Leu
45

Phe
60

Ser
75

Asp
90

Pro
105



<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 16
leu Thr Glu Lys Arg Lys Lys Arg Ser
5

<210> 17

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

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

<210> 18

<211> B

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18
Asn Val Arg Cys leu Gln His Phe
5

<210> 19

<211> 87

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 19
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 Lyme Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr
20 25 30

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

Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu
50 55 60

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cye Ala
65 70 75

Arg Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
80 85

<210> 20
<211> 81
<212> PRT



<213> Artificial sequence

<220>

<223> Sequence is synthes

<400> 20

Gln Val GIln Leu Val Gln
1 5

Ala Ser Val Lys Val Ser
20

Pro Gly Gln Gly Leu Glu
a5

Thr Ser Thr Ser Thr Ala
50

Glu Asp Thr Ala Val Tyr
65

Leu Val Thr Val Ser Ser
80

<210> 21

<211> BO

«212> PRT

<213> Artificlal sequence

<220>

ized

Ser Gly Ala

Cys Lys Ala

Trp Met Arg

Tyr Met Glu

Tyr Cys Ala

<223> Sequence is syntheasized

<400>» 21
Gln Val Gln Leu Val Gln
1 5

Ala Ser Val Lys Val Ser
20

Pro Gly Gln Gly Leu Glu
35

Thr Ser Thr Ser Thr Ala
50

Glu Asp Thr Ala Val Tyr
65

val Thr Val Ser Ser
80

<210> 22

<211> 79

<212> PRT

<213> Artificial sequence

Ser Gly Ala

Cys Lys Ala

Trp Met Arg

Tyr Met Glu

Tyxr Cys Ala

Glu
10

Ser
25

Val
40
5%

Arg
70

Glu
10

Ser
25

val
40

55

Trp
70

Val

Trp

Ser

Trp

val

Trp

Ser

Gly

Lys

val

Ile

Ser

Gly

Lys

Val

Ile

Ser

Gln

\ )

Lys

Arg

Leu

Gln

Lys

Arg

Leu

Gly

Pro

Gln

Ala

Arg

Gly

Pro

Gln

Ala

Thr

Gly
15

Ala
30

Asp
45

Ser

60

75

Gly
15

Ala
30

Asp
45

Ser
60

Leu
75



<220>

<223> Sequence is synthesized

<400> 22
Gln Val Gln Leu
1

Ala Ser val Lys

Pro Gly Gln Gly

Thr Ser Thr Ser

Glu Asp Thr Ala

Thr Val Ser Ser

<210> 23

<211> 87

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Val Gln Ser Gly
5

val Ser Cys Lys
20

Leu Glu Trp Met
35

Thr Ala Tyr Met
50

val Tyr Tyr Cys
65

gequence

<223> SBequence is synthesized

<400> 23
Gln Val Gln Leu
1

Gln Thr Leu Ser

Trp Ile Arg Gln

Vval Thr Ile Ser

Leu Ser Ser Val

Arg Trp Gly Gln

<210> 24

<211> 81

<212> PRT

«213> Artificial

Gln Glu Ser Gly
5

Leu Thr Cys Thr
20

Pro Pro Gly Lys
35

Val Asp Thr Ser
50

Thr Ala Ala Asp
65

Gly Thr Leu Val
8o

sequence

Ala

Ala

Arg

Glu

Trp

Pro

val

Gly

Lys

Glu
10

Ser
25

val
40

Leu
55

Gly
70

Gly
10

Ser
25

Leu
40

Asn
55

Ala
70

Val
85

val Lys

Trp Val

Thr Ile

Ser Ser

Gln Gly

Leu Vval

Gly Gly

Glu Trp

Gln Phe

Lys

Axg

Thr

Lys

Ser

Ile

Ser

Pro

Gln

Ala

Leu

Pro

val

Gly

Leu

Val Tyr Tyr Cys

Ser Ser

Gly
15

Ala
30

ABp
45

Ser
60

val
7%

Ser
is

Ser
30

Arg
45

Lys
60

Ala
75



<220>
<223> Sequence 1s synthesized

<400> 24
Gln Vval Gln Leu Gln Glu Ser Gly
1 5

Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr
20

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35

Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
50

Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
65

Leu Val Thr Val Ser Ser
80C

<210> 25

<211> 80

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 25
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly
1 5

Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr
20

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35

Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
50

Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
65

Val Thr Val Ser Ser
80

<210> 26

<211> 79

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>

Pro

val

Arg

Lys

Ala

Pro

val

Arg

Lys

Ala

Gly
10

Ser
25

val
40
55

Arg
70

Gly
10

Ser
25

val
40

Leu
55

Trp
70

Leu

Trp

Ser

Trp

Leu

Trp

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

Gly

Pro

Gln

val

Thr

Thr

Ser
15

Pro
30

Asp
45

Ala
60

75

Ser
15

Pro
30

Asp
45

Ala
60

Leu
75



WO

(12) INTERNATIONAL APFLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property Organization £
Intcrnational Burcau

(43) International Publcation Date
2 Mnarch 2006 (02.03.2006)

SN
PR
~ia wliva
WYL,

el A
-.'_-_:.,i_b

PCT

(10) International Publication Number
WO 2006/023889 A3

(51) Infernational Patent Clamification: -
CO7D 257/04 (2006.01) OR7D 487/18 (2006.01)

(21) International Applcation Number:
PCT/US2005/0029879

(22) International Flling Dute: 23 August 2005 (23.08.2005)

(25) Filing Langnage: English
(26) Poblication Language: English
(30) Priocity Data:

60/603,606 23 August 2004 (23.002004) US

(71) Applicant (for all designated States except US): BRIS-
TOL-MYERS SQUIBB COMPANY [US/US]; Route
206 and Province Line Road, Princeton, NJ 08543-4000
(Us).

(72) Inventors; and

(75) Inventors/AppBcants {for LS only): MIRANDA, Edgar,
L [US/US]; 12 Opelo Chalcts do Santa Clars, 00969
Guaynabo (PR). VLAAR, Cornells [NL/US]; 209 Calle
San Sebastisn, 00901 San Jusn (FR). ZHU, Jingyang
{us/us); 30 Yorkiown Road, Monmonth Junction, NJ
08852 (US).

(74) Agents: GU, Heary, H. et al.; Bristol-Myers Squibb Com-
peny, P.OBox 4000, Princeton, NJ 085434000 (US).

(81) Dexiguated States (unless otherwise iIndicased, for aveary
kind of national protection avallablap AR, AG, AL, AM,
AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN,

€O, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, BC, EE, BG, ES, FI,
GB, 4D, GR, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, 1§, J?, KR,
KQ, KM, KF, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, L1J, LV, MA,
MD, M@, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NG, NL, NO, NZ,
OM, G, PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, 3G, 3K, SL,
SM, §Y, TJ, T™, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC,
VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(84) Designated Sintes (unless otherwise indicaied, for avery
kind of regional protection avallable): ARIPO (BW, GH,
OM, KE, LS, MW, MZ, NA, 8D, 5L, SZ, 1Z, UG, ZM,
ZW), Borexizn (AM, AZ, BY, KG, XZ, MD, RU, TJ, TM),
Enropean (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, FE, ES, I,
FR, 08, GR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, NL, PL, PT,
RO, SE, 3L, SK, TR), OAFI (BF, BJ, CF, CG, C1, CM, GA,
GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Declarntions under Ruole 4.17:

= as lo applicans’s entisiemsrs 1o apply for and be granted a
patnt (Rule 4.17(ii))

— ario the applicant’s entitlemant tn clgim the priority of the
aurllar application (Rule 4.17(1i1})

Published:

—  with Imernational search report

— before the expiration of the time lbmit for amending the
claims and 10 be republished in the evers of recelpt of
amendments

(88) Dats of publication of the Infernational search report:
8 Septomber 2006

For two-letier codex and other abbreviations, refer 1o the "Guid-
ance Nolex on Codes and Abbreviatisns” appearing at the begin-
ning of each regular issus of the PCT Gazage.

Foxo -

wO 2006/023889 A3 |11 N A 0 O AN R

(54) Title: A METHOD FOR PREPARING IRBESARTAN AND INTERMEDIATTS THEREOF

(57) Abstract: A method for preparing irbesartan and
intermodiaies thareof. Irbesartan has the strocture of For-
mals (T).



@)

INTERNATIONAL SEARCH REPORT :ﬂ?’wm
2987
A, CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
PC: COTD 257R4( 2006.01), 45771 2006.01)

USPC: 3487250, 300.7
According to International Peient Clussi flestion (IPC) or 1o both national classificstion snd IPC

B,  FIELDS SEARCHED

Minhvwim documentation searchad (classification mfnﬂvndbyd-lﬂﬂﬂm'mhll)
U.S. : 548/250, 300.7

Documentation searched other than minimum documentstion to the extent thet such documents are included in the Belds searched

Electromic data bese consulied during the intemational search (nmne of dats base snd, whare practicshile, search terms used)
EAST; STN CAS ON LINE

C.  DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegrxy * Citution of docoment, with indicstion, where sppropriate, of the relovant pessges Relovant to clsim No,

A US 7,019,148 B2 (NISNEVICH ot o) 28 March 2006 (28.03.2006) entire document 1-25

D Further documents aro Listed in the contioustion of Box C. D Sea patent fmlly moex.
g Symelal axtagorics f chad docemants - Tainr doommnt puiiched afier the inlaruetinaal ling date ar picelty
chasy sl mot Iy somiSiet with the sppiication bt ced io sudentesd fhe
"A" desumenl dufising the peoeal steie of the wrt witich Is aot consldered b0 be of inciple or ey sadedying the jevastion
' - documant of purtivebe wivvanes; tor cluimed invention asxmot be
"E*  earler epplicatios or puiest published oun o afier Uy htermation) fiing dain oomiiered wovel ar oot be sowskinred 1o lnvalve e iventive sep
winm the docusst i takvs slows
" dossment which may throw doabis on priorily clalm(s) e which I skad 20
antablish the pohlivation dety of usther uibation or ofhar spacial o (w - dossment of payticsier seleveses; the glulemid broention et be
opucifind) - oombinmd to lovolve m ivventive step whan the docursant s
wasshingd with ons er s other such dessmasls, sash sosh ation
0" docummst efining 0 mn ool diicewse, wee, exhibition or other mansy balng obvisus i 2 preos skl ia the ot
- h—hﬂ#hhwhhhhhlﬂ dosanast smusber of the sems paixsl fafly
Dute of the soh] completion of the international search Mﬂﬂﬂudhhﬂm
| 10 June 2006 L 5J UUE
Name sod malling address of the ISA/US Axthorhad offloer 4 -~
. Ml Stop PCT, Atta: BA/US 4
Comnissioner for Pesealy Kamal A. Sased
P.O. Bax 1450
Aleandsia, Virginls 223131430 Telophona No. (S71)372 1600
Facgimlls No. (571) 273-3201

Form PCT/ISAZ210 (secand sheet) (April 2005)



<223> Sequence is synthesized

<400> 26
Gln Val Gln Leu
1

Gln Thr Leu Ser
Pro Gly Lys Gly
Thr Ser Lys Agn
Ala Asp Thr Ala
Thr Val Ser Ser

<210> 27

<211> B7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Gln Glu Ser Gly
5

Leu Thr Cys Thr
20

Leu Glu Trp Ile
35

Gln Phe Ser Leu
50

Val Tyr Tyr Cys
65

gequence

<223> Sequence is synthesized

<400> 27
Glu val Gln Leu
i |

Gly Ser Leu Arg

Trp Val Arg Gln

Phe Thr Ile Ser

Met Asn Ser Leu

Arg Trp Gly Gln

<210> 28

<211> 81

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Val Glu Ser Gly
5

Leu Ser Cys Ala
20

Ala Pro Gly Lys
35

Arg Asp Asn Ser
50

Arg Ala Glu Asp
65

Gly Thr Leu Val
BO

segquence

<223> Sequence is synthesized

Pro

val

Arg

Lys

Trp

Gly

Ala

Gly

Lys

Gly
10

Ser
25

Val
40

Leu
55

Gly
70

Gly
10

Ser
25
40

Asn
55

Ala
70

val
85

Leu

Trp

Ser

Gln

Gly

Glu

Val

Ser

val Lysa

Ile Arg

Ile Ser

Ser Val

Gly Thr

val Gln

Phe Thr

Trp Val

Leu Tyr

Tyr Tyr

Ser

Pro

Gln

val

Thr

Leu

Pro

Phe

Ser

Leu

Cys

Ser
15

Pro
30

Asp
45

Ala
60

val
75

Gly
15

Ser
30

Arg
45

Gln
60

Ala
75



<400> 28
Glu Val Gln Leu
1l

Gly Ser Leu Arg

Pro Gly Lys Gly

Asn Ser Lys Asn

Glu Asp Thr Ala

Leu Val Thr val

<210> 29

<21l1> 80

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Val Glu Ser Gly
5

Leu Ser Cys Ala
20

Leu Glu Trp Val
35

Thr Leu Tyr Leu
50

Val Tyr Tyr Cys
65

Ser Ser
- 14]

sequence

«<223> Sequence is synthesized

<400> 29
Glu Val Gln Leu
1

Gly Ser Leu Arg

Pro Gly Lys Gly

Asn Ser Lys Asn

Glu Asp Thr Ala

Val Thr Val Ser

<210> 30

<211> 79

<212> PRT

«213> Artificial

<220>

Val Glu Ser Gly
5

Leu Ser Cys Ala
20

Leu Glu Trp Val
35

Thr Leu Tyr Leu
50

Val Tyr Tyr Cys
65

Ser
80

sequence

<223> Sequence is synthesized

Gly

Arg

Gln

Ala

Gly

Ala

Arg

Gln

Ala

Gly
10

Ser
25

Phe
40

Met
55

Arg
70

Gly
10

Ser
25

Phe
40

Met
BB

Trp
70

Leu

Trp

Thr

Asn

Trp

Leu

Trp

ABn

Gly

Val

Val

Ile

Ser

Gly

Val

vVal

Ile

Ser

Gln

v

Gln

Arg

Ser

Leu

Gln

Gln

Arg

Ser

Leu

Gly

Prd Gly
15

Gln Ala
a0

Arg Asp
45

Arg Ala
60

Gly Thr
75

Pro Gly
15

Gln Ala
30

Arg Asp
45

Arg Ala
60

Thr Leu
75



<400>

30

Glu Val Gln Leu

1

Gly Ser Leu Arg

Pro Gly Lys Gly

Abn Ser Lys Asn

Glu Asp Thr Ala

Thr Val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

31

87

PRT
Artificial

val Glu Ser Gly
Leu Ser Cys Ala
20

Leu Glu Trp Val
35

Thr Leu Tyr Leu
50

Val Tyr Tyr Cya
65

sequence

Sequence is synthesized

31

Glu Val Gln Leu

1

Gly Ser Leu Arg

Trp Val Arg Gln

Phe Thr Ile Ser

Met Asn Ser Leu

Arg Trp Gly Gln

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

<220>
<223>

<400>

32

81

PRT
Artificial

Val Glu Ser Gly
5

Leu Ser Cys Ala
20

Ala Pro Gly Lys
35

Ala Asp Thr Ser
50

Arg Ala Glu Asp
65

Gly Thr Leu Val
80

gequence

Sequence is syntheasized

32

Gly

Ala

Arg

Gln

Trp

Gly

Ala

Gly

Lys

Gly
10

Ser
25

Phe
40

Met
55

Gly
70

Gly
10

Ser
25

Leu
40

val
B5S

Trp

Asn

Gln

Gly

Glu

val

Ser

N

val Gln Pro

Val Arg Gln

Jle Ser Arg

Ser Leu Arg

Gly Thr Leu

Vval Gln Pro

Phe Asan Ile

Trp Val Ser

Ala Tyr Leu

Tyr Tyr Cys

Ser

Gly
15

Ala
30

Asp
45

Ala
60

val
75

Gly
15

Lys
30

Arg
45

Gln
60

Ser
75



Glu Val Gln L.eu Val Glu Ser Gly
1 5

Gly Ser Leu Arg Leu 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 Tyr Cys
65

Leu Val Thr Val Ser Ser
80

<210> 33

<211> 80

<212> PRT

<213> Artificlal sequence

<220>
<223> Sequence 1s synthesized

<400> 33
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
a5

Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu
50

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
65

Val Thr val Ser Ser
80

<210> 34
<211> 87
<212> PRT .
<213> Artificial segquence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 34

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

ABn

Trp

Leu

Trp

Asn

Gly

val

val

Ile

Ser

Gly

val

val

Ile

Ser

Gln

Gln Pro Gly
15

Arg Gln Ala
30

Ser Ala Asp
45

Leu Arg Ala
60

Gln Gly Thr
75

Gln Pro Gly
15

Arg Gln Ala
3o

Ser Ala Asp
45

Leu Arg Ala
60

Gly Thr Leu
75

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly



1 5

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35

Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser
50

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asap
65

Arg Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
84

<210> 35

<211> 81

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 35
Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5

Gly Ser Leu Arg Leu Sex 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 Tyr Cys
65

Leu val Thr Val Ser Ser
80

<210> 36

<211> B8O

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 36

Ala

Gly

Lys

Thr

Thr

Gly

Ala

Arg

Gln

Ala

10

Ser
25

Leu
40

ABn
55

Ala
70

val
85

Gly
10

Ser
25

Fhe
40

Met
55

Arg
70

Gly

Glu

Thr

val

Ser

Leu

Trp

Thr

Asn

Trp

Phe

Trp

Ala

Ser

Vval

Val

Ile

Ser

Gly

\U

Asn Ile
Val Ser
Tyr Leu

Tyr Cys

Gln Pro
Arg Gln
Ser Ala
Leu Arg

Gln Gly

15

Lys
30

Arg
45

Gln
60

Ala
75

Gly
15

Ala
30

Asp
45

Ala
60

75

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
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 Tyr Cys
65

val Thr val Ser Ser
B0

<210> 137

<211> 79

«212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 37
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5

Gly Ser Leu Arg Leu 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 Tyr Cya
65

Thr Val Ser Ser

«<210> 38

<211> 80

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 38

Ala Ser Trp
25

Arg Phe Thr
40

Gln Met Asn
55

Ala Trp Gly
70

Gly Gly Leu
10

Ala Ser Trp
25

Arg Phe Thr
40

Gln Met Asn
55

Trp Gly Gln
70

val

Ile

Ser

Gln

Val

val

Ile

Ser

Gly

Arg

Ser

Leu

Gly

Gln

Arg

Ser

Leu

Gln Ala
30

Ala Asp
45

Arg Ala
60

Thr Leu
75

Pro Gly
15

Gln Ala
30

Ala Asp
45

Arg Ala
60

Leu Val
75

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val

1 5

10

15



Gly Asp Arg Val

Lys Ala Pro Lys

Gly Ser Gly Ser

Gln Pro Glu Asp

Lys Val Glu Ile

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ABp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro

1

39

80

PRT
Artificial

Sequence 1s synthesized

39

Gly Glu Pro Ala

Gln Ser Pro Gln

Gly Ser Gly Ser

Glu Ala Glu Asp

Lys Val Glu Ile

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

<220>
<223>

<400>

40

80

PRT
Artificial

Sequence is synthesized

40

Thr Ile Thr Cys

20

Leu Leu Ile Tyr

a5

Gly Thr Asp FPhe

50

Phe Ala Thr Tyr

65

Lys
80

sequence

5

Ser Ile Ser Cys

20

Leu Leu Ile Tyr

35

Gly Thr Asp Phe

50

Val Gly val Tyr

€5

Lys
80

sequence

Trp Tyr
25

Gly Val
40

Thr Leu
55

Tyr Cys
70

Leu Ser
10

Trp Tyr

Gly Vval
40

Thr Leu
55

Tyr Cys
70

Gln Gln

Pro Ser

Thr Ile

Phe Gly

Leu Pro

Leu Gln

Pro Asp

Lys Ile

Phe Gly

Lys Pro Gly
30

Arg Phe Ser
45

Ser Ser Leu
60

Gln Gly Thr
75

val Thr Pro
15

Lys Pro Gly
30

Arg Phe Ser
45

Ser Arg Val
60

Gln Gly Thr
75

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro

1l

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 Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
50 55

Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys
65 70

Lys Val Glu Ile Lys
80

<210> 41

<211> 80

<212> PRT

«<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 41
Asp Ile 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
as 40

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
50 55

Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys
65 70

Lys Val Glu Ile Lys
80

<210> 42

<211> 25

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>»
<223> Sequence is synthesized

<400> 42
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly
1 5 10

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cya Ala Ala Ser
20 25

\\&L

Pro Asp Arg Phe Ser
45

Thr Ile Ser Arg Leu
60

Phe Gly Gln Gly Thr
75

Leu Ala Val Ser Leu
15

Gln Gln Lys Pro Gly
30

Pro Asp Arg Phe Ser
45

Thr Ile Ser Ser Leu
60

Phe Gly Gln Gly Thr
75

Leu Val Gln Pro Gly
15



J N

<210> 43

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificlal sequence

<220>
<223> Sequence isa synthesized

<400> 43

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
5 10

<210> 44

<211> 30

<212> PRT

<213 Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<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

<211> 11,

<212> PRT

<213> Artificlal sequence

<220>»
<223> Sequence 1s synthesized

<400> 45

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
5 10

<210> 46

<211> 23

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 46
Asp 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> 47

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 47

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

1 5 10

<210> 48

<21l1l> 32

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 48

15

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

Tyr Cys

<210> 49

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is syntheslzed

<400> 49

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
5 1o

<210> 50

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence l1s synthesized

<220>

<221> Xaa

<222> 6

<223> Xaa is A or R

30



<220>

<221> Xaa

<222> B

<223> Xaa is T or N

<220>

<221> Xaa

<222> 13

<223> Xaa is A or L

<400> 50
Arg Phe Thr Ile Ser Xaa Asp Xaa Ser Lys Asn Thr Xaa 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> 51

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence 1s synthesized

<400> 51
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu
1 5 10 1%

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

<210> 52

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 52 . .
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

<210> 53

<211> 32

<212> PRT

<213> Artificial sequence



<220>
<223> Sequence 1s synthesized

<400> 53
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lye 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 3o

Ala Arg

<210> 54

<211> 31

<212> PRT

«213> Artificial sequence

220>
<223> Sequence is synthesized

<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 Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30

Ser

<210> 55

<211> 32

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<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 a0

Ser Arg

<210> 56

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial sequence

220>



<223> Sequence 1s synthesized

<400> 56

Trp Ala Ser Thr Pro Ala Ser
5

<210> 57

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial sequence

220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 57

Trp Ala Ser Ile Arg Asp Arg
5

<210> 58

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 58

Met Pro Asn Thr Arg Asp Ser
5

<210> 59

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificlal sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 59

Trp Ala Ser Thr Arg Asp Ile
5

<210> 60

<211> 7

«212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

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

<210> 61



<211> 7
<212> PRT
<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 61

Leu Ala Ser Asn Arg Glu Gly
5

<210> 62

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 62

Trp Thr Gly Asn Arg Glu Met
5

<210> 63

<211> 7

<212> PRT

«<213> Artificial sequence

<220>
«<223> Sequence is synthesized

<400> 63

Trp Ala Arg Thr Arg Glu Ser
5

<210> 64

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 64

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
5

<210> 65

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized



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

<210> 66

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial seguence

<220>
<2235 Sequence is syntheslzed

<220>

<221> Unsure

<222> 4

<223> Unknown amino acid

<400> 66

Trp Ala Ser Xaa Arg Glu Ser
5

<210> 67

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 67

Trp Ala Ser Asn Ile Thr Ser
5

<210> 68

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 68

Trp Ala Asn Phe Arg Val Ser
5

<210> 69

<211> 7

<«212> PRT

«213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 69
Trp Thr Ser Asn Arg Val Ser



<210> 70

<211> 7

<212> PRT

«213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 70

Leu Gly Gly Thr Arg Val Ser
5

<210> 71

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 71

Leu Ala Thr Thr Arg Val Ser
5

<210> 72

<211> 7

<212> PRT

«213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 72

Trp Ala Ser Thr Arg Val Ser
5

<210> 73

«<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 73

Trp Ala Ser Thr Leu Val Ser
5

<210> 74

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial sequence



<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 74

Trp Ala Ser Thr Gly Val Gly
5

<210> 75

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Seguence is synthesized

<400> 75

Trp Ser Ser Thr Arg Val Ser
5

<210> 76

<211> 10

<212> PRT

«213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence 1s synthesized

<400> 76

Gly Tyr Asn Phe Ile Gly Phe Trp Met His
5 10

«210> 77

<211> 10

<«212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 77

Gly Tyr Thr Phe Ile Asp Phe Trp Leu His
5 10

<210> 78

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 78
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Phe Trp Leu His
5 10

N



<210> 79

«<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence 1s synthesized

<400> 79

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser His Trp Leu His
5 10

<210> 80

<21ll> 10

<212> PRT

<213> Artificial sequence

220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 80

Gly Tyr Pro Phe Thr Thr Arg Trp Leu His
5 10

<210> Bl

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
«223> Sequence is synthesized

<400> 81

Gly Tyr Leu Phe Thr Ser Ser Trp Leu His
5 10

<210> 82

<211> 10

«212> PRT

«213> Artificial sequence

<220>
«223> Sequence is synthesized

<400> B2

Gly Tyr Asn Phe Ser Ser Ser Trp Leu His
5 10

<210> 83

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized



<400> B3

Gly Tyr Pro Phe Thr Lys Ser Trp Leu His
5 1o

<210> B4

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 84

Gly Tyr Ser Phe Thr Thr Ser Trp Val Hia
5 10

<210> 85

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> B85

Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Ser Trp Leu His
5 10

<210> B6

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence 1s synthesized

<400> B6

Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Ser Trp Leu His
5 10

<210> 87

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence 1s synthesized

<400> 87

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Ser Trp ILeu His
5 10

<210> 88

<211> 10

’\(9



Lo

<212> PRT
«213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> B8

Gly Tyr Ala Phe Thr Ser Thr Trp Leu His
5 10

<210> 89

<211> 10

<212> PRT

«213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 89

Gly Tyr Ile Phe Thr Ser Val Trp Leu His
5 10

<210> 90

<211> 10

«212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
«223> Sequence ls synthesized

<400> 90

Gly Tyr Asn Phe Thr Ser Val Trp Leu His
5 10

<210> 91

<211> 10

<212> PRT

<213>» Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 91

Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Val Trp Leu His
5 10

<210> 92

<211l> 10

<212> PRT

«213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 92



Gly Tyr Thr Phe Thr Arg Val Trp Leu His
5 10

<210> 93

<211> 10

<212> PRT

«213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 93

Gly Tyr Ala Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His
5 10

<210> 54

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificisl sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 94

Gly Tyr Ile Phe Thr Thr Tyr Trp Leu Higm
5 10

<210> 55

<21l1l> 10

<212> PRT

«213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 95

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu Hias
5 10

<210> 96

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 96

Gly Tyr Thr Phe Tyr Ser Tyr Trp Leu His
5 10

<210> 97

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificiasl sequence



<220>
<223> Sequence is synthesized

<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> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 98
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Thr Lys
1 5 10 15

Phe Glu Asp

<210> 99

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 995
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Fhe Asn Pro Lys
1l 5 10 15

Phe His Asp

«<210> 100

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial seguence

<220>
<223> Sequence 1s synthesized

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

Phe Lys Tyr



<210> 101

«<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 101
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Lys
1 5 10 15

Phe Asn Tyr

<210> 102

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<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

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 103
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Lys
1l 5 10 15

Phe Asn Glu

<210> 104

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<«220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 104



o

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

Phe Asp Asp

<210> 105

<211l> 18

<212> PRT

<213> Artificlal sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<4Q0> 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

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

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

Phe Glu Asp

«<210> 107

<21ll> 18

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 107
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn
1 5 10 15

Phe Glu His

«210> 108

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial sequence



<220>
<223> Sequence is synthesized

<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

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 109
Gly Met Ile 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> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

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

Leu Glu Asp

<210> 111

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

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

Phe Glu Asp



<210> 112

<211> 18

<212> PRT

«213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 112
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Val
1 5 10 15

Leu Lys Asp

<210> 113

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 113

Ser Tyr Gly Ser Tyr Val Leu Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 114

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence 1ls synthesized

<400> 114

Ser Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10

«<210> 115

<21l> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 115

Ser Tyr Arg Ser Tyr Arg Ile Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 116

<211> 11

<212> PRT



\

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 116

Ser Tyr Arg Ser Tyr Val Leu Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 117

<211l> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
«223> Sequence is synthesized

<400> 117

Ser Tyr Arg Ser Tyr Val Leu Pro Leu Asp Gln
5 10

<210> 118

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 118

Ser Tyr Arg Ser Tyr Phe Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 119

<211l> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 119
Ser Tyr Ser Ser Tyr Met Arg Pro Leu Asp Tyr
5 10
<210> 120
<211> 11
<212> PRT

<213> Artificial sequence

«220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 120
Ser Tyr Ser Ser Tyr Thr Arg Pro Leu Asp Tyr



<210> 121

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 121

Ser Tyr Ser Ser Tyr Val Thr Ser Leu Asp Tyr
5 10

<210> 122

<21l> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 122

Thr Tyr Gly Ser Tyr Glu Lys Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 123

<211l> 11

<212> PRT

<213> Axrtificlal sequence

<220>
«223> Sequence is synthesized

<400> 123

Thr Tyr Gly Ser Tyr Val Lys Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 124

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 124

Thr Tyr Gly Ser Tyr Val Arg Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 125

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence



<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 125

Thr Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 126

<211l> 11

<212> PRT

<213> Artificlal sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 126

Thr Tyr His Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 127

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
«<223> Sequence is synthesized

<400> 127

Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr
5 1c

«210> 128

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
«<223> Bequence is synthesized

<400> 128

Thr Tyr Arg Ser Tyr Lys Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 129

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence 1s synthesized

<400> 129
Thr Tyr Arg Ser Tyr Phe Thr Pro Leu Tyr Tyr
5 10



<210> 130

<211> 11

<212> PRT

«<213> Artificlal sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 130

Thr Tyr Arg Gly Tyr Glu Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 131

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 131

Thr Tyr Arg Ser Tyr Phe Val Pro ILeu Asp Tyr
5 10

<210> 132

<211> 11

«<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence l1ls synthesized

<400> 132

Thr Tyr Ser Ser Tyr Val Lys Pro Leu Asp Tyr
5 10

«<210> 133

<21l1l> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence 1s synthesized

<400> 133

Thr Tyr Ser Ser Tyr Val Arg Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 134

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized



<400> 134
Thr Tyr Ser Ser Tyr Met Arg Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 135

«211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 135

Thr Tyr Ser Ser Tyr Met Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 136

<211> 11

«212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 136

Thr Tyr Ser Ser Tyr Val Thr Ala Leu AsSp Tyr
5 10

<210> 137

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence 1s synthesized

<400> 137

Thr Tyr Ser Ser Tyr Arg Thr Ala lLeu Asp Tyr
5 10

<210> 138

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
«<223> Sequence is synthesized

<400> 138

Thr Tyr Thr Ser Tyr Arg Leu Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 139

<211> 7



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>»

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His

<210>
<211>

PRT
Artificlial seqguence
Sequence is synthesized
139
Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
5.
140
10
PRT
Artificlal sequence
Sequence ls synthesized
140
5
141
18
PRT

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Artificial sequence

Sequence is synthesized

141

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

1

5

Phe Lys Asp

<210>
<211>
<212>
<213>»

<220>
<223>

<400>

Ser Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr

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

<220>

142
11
PRT
Artificial sequence

Sequence is synthesized
142
5
143
11

PRT
Artificlal sequence

15



Y

<400> 143

Ser Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 144

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 144

Ser Tyr Arg Ser Tyr Arg Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 145

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
«223> Sequence is synthesized

<400> 145

Ser Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 146

<211> 11

<212> PRT

«213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence 1s synthesized

<400> 146

Ser Tyr Arg Ser Tyr Val Val Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 147

«<211> 11

<212> PRT

«<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

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

<210> 148



<211> 11
<212> PRT
<213> Artificlal sequence

<220>
<2235 Sequence is synthesized

<400> 148

Ser Tyr Ser Ser Tyr Val Lye Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 149

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 149

Ser Tyr Ser Ser Tyr Val Leu Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 150

<211> 11

<212> PRT

<213» Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 150

Thr Tyr Ala Ser Tyr Ala Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 151

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificlal sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 151

Thr Tyr Ala Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 152

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized



<400> 152

Thr Tyr Gly Ser Tyr Val Thr Ala Leu Asp Tyr
5 10

<210> 153

<211> 11

<212> PRT

<213>» Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 153

Thr Tyr Gly Ser Tyr Val Thr Ala Leu Asp His
5 10

<210> 154

<211> 11

<212> PRT

«213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence 1s synthesized

<400> 154

Thr Tyr Gly Ser Tyr Met Val Pro Leu Asp Tyr
5 10

210> 155

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 155

Thr Tyr His Ser Tyr Leu Val Pro Leu Asn Tyr
5 10

<210> 156

«<211> 11

«212> PRT

<213» Artificial seguence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 156

Thr Tyr Ly®s Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 157

<211> 11

<212> PRT



'4».

«213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 157

Thr Tyr Arg Ser Tyr Arg Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 158

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is syntheaized

«<400> 158

Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp FPhe
5 10

<210> 159

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial eseguence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 159

Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 160

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 160

Thr Tyr Ser Ser Tyr Trp Ile Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 161

<21l> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
«223> Sequence is synthesized

<400> 161
Thr Tyxr Ser Ser Tyr Val Arg Pro Leu Asp Tyr



<210> 162

<211> 11

<212> PRT

«213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence 1s synthesized

<400> 162

Thr Tyr Ser Ser Tyr Val Thr Ser Leu Asp Tyx
5 10

<210> 163

<21l> 11

<212> PRT

<213> Artificlal sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 163

Thr Tyr Ser Ser Tyr Val Thr Ala Leu Asp Tyr
5 10

<210> 164

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
«223> Sequence is synthesized

<400> 164
Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
5 10
<210> 165
«211> 11
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 165
Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Val Ser Gly Val
5 10
<210> 166
<211> 14
<212> PRT

<213> Artificial sequenée



<220>
<223> Sequence is syntheaized

<400> 166

Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His Trp Val
5 10

<210> 167

<211> 14

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Bequence is synthesized

<400> 167

Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Ser Trp Leu His Trp Val
5 10

<210> 168

<211> 22

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
«223> Sequence 1s synthesized

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

Pro Asn Phe Lys Asp Arg Phe
20

<210> 169

<211> 22

<212> PRT

«213> Artificial sequence

<220>
«223> Sequence is synthesized

<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

<2140> 170

<211> 22

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>



1\{0

<223> Sequence is synthesized

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

Pro Asn Phe Glu Asp Arg Phe
20

<210> 171

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 171
Cys Ala Axrg Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr Trp Gly
1 5 10 15

<210> 172

<211>» 15

<212> PRT

<213> Artificial seguence

<220>
«223> Sequence is synthesized

<400> 172
Cys Ala Ser Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr Trp Gly
1 5 10 15

<210> 173

<211> 15

<212> PRT

<213» Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 173
Cys Ala Thr Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr Trp Gly
1 5 10 15

<210> 174

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence ls synthesized

<400> 174
Cys Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr Trp Gly



1 5 10 15

«210> 175

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 175
Cys Ala Ser Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr Trp Gly
1l 5 10 15

<210> 176

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial segquence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 176
Cys Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr Trp Gly
1 5 10 15

<210> 177

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 177
Cys Ala Thr Tyr Ser Ser Tyr Val Thr Ser Leu Asp Tyr Trp Gly
1 5 10 15

<210> 178

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<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

<213> Artificial sequence

\‘?)\
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<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 179
Asp 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> Artificlal sequence

<220>
<223> Sequence is syntheaized

<400> 180
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 181

<211> 32

<212> PRT

«<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence ia synthesized

<400> 181
Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Fhe
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> 182

<21l> 11

<212> PRT

<213> Artifieial sequence

«<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 182
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
5 10
<210> 183
<211> 17

<212> PRT



\ ¥

<213 Artificial sequence

<220>
«<223> Sequence 1s synthesized

<400> 183
Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr Ser Ser Gln Lys Asn Tyr
1 5 10 15

Leu Ala

<210> 184

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 184

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
5

<210> 185

<211> 9

<212> PRT

«213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 185

Gln Gln Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr
5

<210> 186

<211> 106

<212> PRT

«213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 186
Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
1 5 10 15

Gln I.eu 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



Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr L.eu Thr Leu Ser Lys
65 70 75

50 55

Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His
80 85 90

Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu
95 100 108

Cys

<210> 187

<211> 25

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 187
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly
l 5 10 15

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

<210> 188

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial sequence

«220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 188

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
5 10

<210> 189

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<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

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
«223> Sequence is synthesized

<400> 190

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
5 10

<210> 191

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
«223> Sequence is synthesized

<400> 191

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His
5 10

<210> 192

<211> 18

<212> PRT

«213> Artificial sequence

220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 192
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn
1 5 10 15

Phe Lys Asp

<210> 193

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial sequence

«220>
«223> Sequence is synthesized

<400> 193

Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 194

<211> 108

<212> PRT



<213> Artificial sequence

<220>
«<223> Sequence is synthesized

<400> 194
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
1 5

Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
20

ABp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr
35

Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe

50

Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val
65

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys
80

Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val
95

Thr His Thr

<210> 195

<211> 222

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Sequence is synthesized

<400> 195
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu
1 5

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
20

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val
35

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr
50

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
65

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val

Phe

Ala

val

Pro

val

Asn

Glu

Leu

Asp

val

Val

Glu

Leu

Pro
10

Leu
25

Ser
40

Ala
55
70

val
85

Pro
100

Leu
10
25

App
40

Asp
55

Gln
70

His

Gly

Trp

vVal

val

Asn

Lys

Gly

val

Gly

Gln

Ala

Cys

Asn

Pro

His

Serx

Gly

Met

Ser

val

Asn

Asp

Pro

Leu

Serx

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



Gly

Pro

Pro

Asan

Asp

Asn

Tyx

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

Lys

Ile

Gln

Gln

Ile

Lys

val

val

Thr

Glu

Glu

Val

val

Ala

Thr

Ser

Phe

Gln

196

222

PRT
Artificial sequence

<220>

<223>

Tyr

Lys

Ser

val

Lys

Ser

Lys

80

Lys

110

Thr
125

Leu
140

Glu
155

Pro
170

Leu
185

Cys
200

Ser
215

Cys Lys

Ile Ser

Leu Pro

Ser Cys

Trp Glu

Pro Val

Thr val

Ser Val

Leu Ser

val

Lys

Pro

Ala

Ser

Leu

Asp

Met

Leu

Sequence is synthesized

<400> 196
Cys Pro Pro

1

Phe

Thr

Pro

Asn

Arg

Leu

Pro

Glu

Ala

val

Phe

Glu

val

Lys

val

Cys

Pro

val

Lys

Ser

Pro Ala Pro Glu

5

Pro
20

Thr
a5

Phe
50

Lys
65

val
80

Lys Pro

Cys Val

Asn Trp

Pro Arg

Leu Thr

Lys

Val

TyT

Glu

val

Ser

Ala

Ser

val

Asn

Asp

Lys

His

Ser

Leu

Asp

val

val

Glu

Leu

85

Asn
100

Lys
115

Arg

130

Lys
145

Gly
160

Ser
175

Ser
190

Glu
205

Pro
220

Leu
10

Thr
25

Asp
40

Asp
55

Gln
70
His
85

Lys

Gly

Glu

Gly

Gln

Asp

Arg

Ala

Gly

Gly

Leu

val

Gly

Tyr

Gln

Ala

Gln

Glu

Phe

Pro

Gly

Trp

Lys

Gly

Met

Ser

Val

Asn

ABp

Leu

Pro

Met

Glu

Ser

Gln

His

Pro

Ile

His

Glu

Ser

Tzp

Pro

Arg

Thr

Pro

Asn

Phe

Gln

Asn

Ser

Ser

Glu

val

Leu

S0

Ala
105

Glu
120

Lys
135

Ser
150

Asn
165

Phe
180

Gly
195

His
210

val
15

Arg
30

Asp
45

His
60
75

Asn
90



Gly

Pro

Pro

Asp

Tyr

Lys

Ile

Gln

Gln

Ile

Lys

val

Thr

Glu Tyr Lys

Glu

val

val

Ala

Ser

Phe

Gln

Lys

Ser

val

Lys

Ser

Lys

95
Thr
110
125

Leu
140

Glu
155

Pro
170
185

Cys
200

Ser
215

Cys

Ile

Trp

Trp

Pro

Ser

Leun

Lys

Ser

Pro

Cys

Glu

val

val

Val

Ser

val

Lys

Pro

Leu

Ser

Asp

Met

Leu

Ser

Ala

Ser

Val

Asan

Asp

Lys

His

Ser

Asn
100

Lys
115

Arg
130

Lys
145

Gly
160

Ser
175

Ser
190

Glu
205

Pro
220

Lys

Gly

Glu

Gly

Gln

Asp

Arg

Cly

Ala

Gln

Glu

Phe

Pro

Gly

Trp

Lys

Leu

Pro

Met

Glu

Ser

Gln

His

Pro

Arg

Thr

Pro

Asn

Phe

Gln

Asn

Ala
105

Glu
120

Lys
135

Ser
150

Asn
165

Phe
180

Gly
195

His
210
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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)(1), 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 invencion se relaciona en forma general con los campos de
la ‘biologia molecular y la regulacién del factor de crecimiento. Més
especificamente, la invencion se relaciona con moduladores de la via de

sefializacion 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 sefializacién FCH/c- Met se encuentra implicada en la progresién de
un tumor y la metdstasis. 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 bioldgicos como la dispersién, proliferacién
y supervivencia de las células. La sefializacion del FCH-Met es esencial para

el desarrollo embrionario normal, especialmente en la migracién de células
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progenitoras de misculo y en el desarrollo del higado y del sistemf\nl.rvioso
(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 hepdtica, 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 B unidas mediante enlaces de bisulfito (Tempest y
cola;I-Joradores, 1988). La subunidad P contiene el dominio citopldsmico
cinasa y alberga un sitio de anclaje de maltiples 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 fijacion del FCH, la activacién de la Met genera una
fosfonilacion de la tirosina y la sefializacién 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
y colaboradores, 2000; Hartmann y colaboradores, 1994; Ponzetto y
colaboradores, 1996; Royal y Park, 1995).

" * Se mostré 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 hiperexpresién 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 metdstasis 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

cdncer de mama y-el céncer de pulmén (Jin y colaboradores, 1997; Morello y
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colaboradores, 2001; Natali y colaboradores, 1996; Olivero y cofaborgdores,
1996; Suzuki y colaboradores, 1994). Adicionalmente, se ha observado la
hiperexpresion del mARN en el carcinoma hepa.tocelular, 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; Schmidt y colaboradores, 1999). Estas mutaciones de
activacion confieren una fosforilacion tirosina constitutiva de la Met y resulten
en una activaciéon MAPK, en la formacion del objetivo principal y oncogenia
(Jeffers y colaboradores, 1997). Adicionalmente, estas mutaciones mejoran la
motilidad celular y la invasion (Giordano y colaboradores, 2000; Lorenzato y
coialﬁoradores, 2002). La activacion dependiente del HGF en células
transformadas media una mayor motilidad, dispersién 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
activacién del receptor, la transformacién y la invasién. En las células
neoplasicas, se ha reportado que la Met interactiia con la integrina a6p4, 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 interactia con un miembro de la familia de las
seméforinas, plexina Bl y mejora el crecimiento invasivo (Giordano y
colaboradores, 2002). Ademés, CD44v6, que se ha visto implicado en la
oncogenia y la metéstasis, estd reportado en la formacién de un complejo con
Met y FCH y 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
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aproximadamente 500 aminodcidos que se conserva en todas las forinas 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, mis
recientemente la hiperexpresién de la semaforina se ha relacionado con una
invasién tumoral y con metistasis. Un dominio PSI 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 transcripeién. 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 ¢! dominio Sema de la Met
es necesario para la dimerizacion y la activacién 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
porcion 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 patolégicas, queda claro
sin embargo que se contindan necesitando agentes con atributos clinicos que
sean Optimos 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
biolégico/celular que presenta un objetivo terapéutico tanto importante como

ventajoso. La invencion dispone composiciones y métodos que se basan en la
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interferencia de la activacion del FCH/c-met, incluyendo pero no limltado ala
interferencia con la fijacion del FCH a la porcion extracelular de la c-met y la
multimerizacién del aceptor. Los antagonistas de la invencién, como se
describe en la presente, disponen agentes terapéuticos y de diagnéstico
importantes para el uso cuando se busca fijar como objetivo las condiciones
patologicas asociadas a una sefializacién anormal o indeseada de la via FCH/c-
met. Por lo tanto, la invencion dispone unos métodos, 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 dimerizacion de la c-met, la activacion y otras actividades
biolégicas/ﬁsiolégicas asociadas con la sefializacién del FCH/c-met.

En un aspecto, la invencién dispone agentes terapéuticos anti-FCH/c-
met apropiados para el uso terapéutico y capaces de efectuar diversos grados
de variacion de la via de sefializacién 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 incorporacidn, 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 o0 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,
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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 incorporacién, 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 Coleccién Americana de
Cultivos de Tipo, Nimero 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 unién de un ligando a su aceptor se puede determinar
mecii-ante el uso de una variedad de analisis y se puede expresar en términos de
una variedad de valores cuantitativos. Por lo tanto, en una incorporacidn, la
afinidad de unién se expresa como valores Kd y refleja la afinidad de unién
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 entomo
asociado a células. Como se describe en mayor detalle en la presente, la
diferencia de la multiplicacion de la afinidad de unidn se puede cuantificar en
términos de la proporcion del valor de afinidad de la union de un anticuerpo
humanizado monovalente (por ejemplo, en forma Fab) y el valor de afinidad
de la union de un anticuerpo monovalente de referencia o de comparacion (por
ejeiﬁplo, in forma Fab) (por ejemplo, un anticuerpo murino que tiene unas
secuencias de region hipervariable de donante), donde los valores de afinidad
de unién se determinan bajo unas condiciones de analisis similares. Por lo
tanto, en una incorporacion, la diferencia de la multiplicacion en la afinidad de
union se determina como la proporcién de los valores de Kd del anticuerpo
humanizado en la forma Fab y el citado anticuerpo Fab de
referencia/comparacion. Por ejemplo, en una incorporacidn, 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 seﬁa Ix y la proporcién de Kd de A a Kd de M seria 3: 1.
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Inversamente, en una incorporacidn, si un anticuerpo de la invencién (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 unién, incluyendo, por
ejemplo, Biacore, radioinmunoanélisis (RIA) y ELISA.

En un aspecto, un antagonista FCH/c-met de la invencion abarca un
anticuerpo anti-c-met el cual comprende:

(a) 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-Al7 es

KSSQSLLYTSSQKNYLA (SEQ ID No: 1)

(ii) HVR-L2 que comprende la secuencia B 1-B7, donde B1-B7 es
WASTRES (SEQ ID No:2)

(iii) HVR-L3 que comprende la secuencia C1-C9, donde C1-C9 es
QQYYAYPWT (SEQID No:3)

(iv) HVR-HI 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:S5) y

(vi) HVR-H3 que comprende la secuencia F1-F11, donde F1-F11 es
XYGSYVSPLDY (SEQID NO:6) y X no es R;
y (b) por lo menos una variante HVR, donde la secuencia de una variante
HVR comprende la modificacion de por lo menos un residuo de la secuencia
representada en la SEQ ID Nos: 1, 2, 3, 4, 5 0 6. En una incorporacion, la
HVR-L1 de un anticuerpo de la invencion comprende la secuencia de SEQ ID
No: 1. En una incorporacién, la HVR-L2 de un anticuerpo de la invencion
comprende la secuencia de SEQ ID No:2. En una incorporacion, 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. Enuna incorporacion, la HVR-H2

de un anticuerpo de la invencién comprende la secuencia de SEQ ID No:5.

7



WO 2006/015371 PCT. IUSZOOS/O2762[

v

En una incorporacién, 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
incorporacion, un anticuerpo de la invencién que comprende estas secuencias
(combinadas como se describe en la presente) es humanizado o humano.

En un aspecto, la invencién 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 incorporacién, un anticuerpo de la
invencion comprende HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-HI, HVR-H2 y
HVR-H3, en la cual, cada una en orden, comprende SEQ ID No:1, 2,3,4,5y
7. En una incorporacién, 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 invencién 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
combinacién de las siguientes posiciones: Bl (M o L), B2 (P, T, G o S), B3
(N;G,Ro'[‘),B4(I,NoF), BS(P,LLL0oG),B6(A,D, ToV)yB7(R, ],
M o G). En una incorporacién, una variante HVR-H1 comprende 1-5 (1, 2, 3,
4 o 5) sustituciones en cualquier combinacién de las siguientes posiciones: D3
MN,P,L,S,A/),D5S5(I,S0Y),D6(G,D, T,K,R),D7(F,H,R,S, To V) y
D9 (M o V). En una incorporacioén, una variante HYR-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 0 Q), E15 (D, K, S, T o V), E16 (L), E17 (E,
H, N o D) y E18 (Y, E o H). En una incorporacién, una variante HVR-H3
comprende 1-5 (1, 2, 3, 4 o 5) sustituciones en cualquier combinacién de las
siguientes posiciones: F1 (T, 8), F3 (R, S, H, T, A, K), F4 (G), F6 (R, F, M, T,
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E,K,A L W),F7T(L,L T,R,K, V), F8 (S, A), FIO(Y,N) yFI1 ), S, H,
F). La(s) letra(s) entre paréntesis después de cada posicion indica(n) un
aminodcido ilustrativo de sustitucion (es decir un reemplazo); como seria
evidente para una persona con destreza en el arte, la idoneidad de otros
aminoécidos como amino4cidos 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-LI
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
incorporacién, F3 en una variante HVR-H3 es 8. En una incorporacion, F7 en
una variante HVR-H3 es T. En una incorporacion, un anticuerpo de la
invencion comprende una variante HYR-H3 donde Fl esTo S,F3esRo Sy
F7esT.

En una incorporacién, un anticuerpo de la invencién comprende una
variante HVR-H3 donde F1 es T, F3 es R y F7 es T. En una incorporacién, un
anticuerpo de la invencién comprende una variante HVR-H3 donde F1 es S.
En una incorporacién, un anticuerpo de la invencién comprende una variante
HVR-H3 donde F] es T y F3 es R. En una incorporacién, un anticuerpo de la
invencién comprende una variante HVR-H3 donde Fl es S,F3esRyF7esT.
En una incorporacién, un anticuerpo de la invencion comprende una variante
HVR-H3 donde Fl es T, F3 es S,F7 es T y F8 es S. En una incorporacion, un
anfiiiuerpo de la invencién comprende una variante HVR-H3 donde F1 es T,
F3es S, F7es Ty F8 es A. En algunas incorporaciones, la citada variante
HVR-H3 del anticuerpo comprende ademias HVR-L1, HVR-L2, HVR- L3,
HVR-HI y HVR-H2 donde cada una comprende, en orden, la secuencia
representada en SEQ ID Nos: 1, 2, 3, 4 y 5. En algunas incorporaciones, estos
anticuerpos comprenden ademas una secuencia de soporte consensual de
cadena pesada de subgrupo humano III. En una incorporacién 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
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anticuerpos, estos anticuerpos comprenden ademds una secuencia d soprZ
consensual humano I de cadena liviana.

En una incorporacion, 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-HI, HVR-H2 y HVR-H3, donde cada una comprende, en orden, la
secuencia representada en SEQ ID Nos: 1, 3, 4, 5 y 6. En algunas
incorporaciones, la citada variante HVR-L2 del anticuerpo comprende ademds
HVR- LI, HVR-L3, HVR-Hl, HVR-H2 y HVR-H3, donde cada una
comprende, en orden, la secuencia representada en SEQ IDNos: 1,3,4,5y 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, 5 y 8. En algunas incorporaciones, estos anticuerpos comprenden ademds
una secuencia de soporte consensual de cadena pesada de subgrupo humano
III. En una incorporacién 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 posicién 71 es A, 73 es T y/o
78 es A. En una incorporaciéon de estos anticuerpos, estos anticuerpos
comprenden ademds una secuencia de soporte consensual humano xI de
cadena liviana.

. En una incorporacién, un anticuerpo de la invencién comprende una
variante HVR-H2 donde El4 es T, E15 es K y E17 es E. En una
incorporacion, un anticuerpo de la invencion comprende una variante HVR-
H2 donde E17 es E. En algunas incorporaciones, la citada variante HVR-H3
del anticuerpo comprende ademis HVR- LI, HVR-L2, HVR-L3, HVR-HI 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-H! y HVR-H3, donde cada una comprende, en orden, la secuencia
representada en SEQ ID Nos: 1, 2, 3, 4 y 7. En algunas incorporaciones, la
citada variante HVR-H2 del anticuerpo comprende ademas HVR-L1, HVR-
.2, HVR-L3, HVR-H1 y HVR-H3, donde cada una comprende, en orden, la
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secuencia representada en SEQ ID Nos: I, 2, 3, 4 y g/En algunas
incorporaciones, estos anticuerpos comprenden ademés una secuencia de
soporte consensual de cadena pesada de subgrupo humano III. 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 incorporacién de estos anticuerpos, estos anticuerpos comprenden
ademds una secuencia de soporte consensual humano xI de cadena liviana.

En un aspecto, la invencion dispone un anticuerpo que comprende una,
dos, tres, cuatro, cinco o todas las secuencias HVR representadas en las Figs.
2, 3 y/o 4 (SEQ ID Nos:56-163).

Un agente terapéutico para el uso en un individuo anfitrion
preferiblemente produce poca o préicticamente ninguna respuesta inmunégena
contra el agente en el citado individuo. En una incorporacién, la invencion
dispone el citado agente. Por ejemplo, en una incorporacidn, la invencion
dispone un anticuerpo humanizado que produce y/o se espera que produzca
una respuesta de anticuerpo humano anti-raton (HAMA) a un nivel
sustancialmente reducido comparado con un anticuerpo que comprende la
secuencia de SEQ ID No: 9 & 10 en un individuo anfitrién. En otro ejemplo,
la invencién dispone un anticuerpo humanizado que produce y/o se espera que
produzca una respuesta de anticuerpo humano anti-ratén (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 invencion 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
incorporacion, 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 III. En
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una incorporacion, un anticuerpo de la invencion comprende una secuencia de
soporte consensual variante de subgrupo III modificada en por lo menos una
posicién de aminodcido. Por ejemplo, en una incorporacién, un subgrupo de
la variante en la secuencia de soporte consensual puede comprender una
sustitucidn en una o varias posiciones 71, 73 y/o 78. En una incorporacién, la
citada sustituciéon 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 aminodcido que delinea una region
hip_ervariable 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 region hipervariable bajo un conjunto de criterios y se puede
congiderar por fuera de una region 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
invencién 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
inédfporacién, 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 incorporacién, 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 invencion comprende un dominio variable
de cadena pesada que comprende una secuencia de soporte consensual de
subgrupo humano III 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 s-ustitucic'm F27Y. En una incorporacion, el anticuerpo
comprende una sustitucion T28N, P, L, §, A o I. En una incorporacion, el

anticuerpo comprende una sustitucion S301, T o Y. En una incorporacion, el
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anticuerpo comprende una sustitucién A33W. En una incorporacifn, el
anticuerpo comprende una sustitucion M34L o M34V. En una incorporacion,
el anticuerpo comprende una sustitucién S35H. En una incorporacidn, el
anticuerpo comprende una sustitucién T571. En una incorporacién, el
anticuerpo comprende una sustitucion Y5S8R. En una incorporacién, el
anticuerpo comprende una sustitucion YS9F. En una incorporacién, el
anticuerpo comprende una sustitucion A60N. En una incorporacién, el
anticuerpo comprende una sustitucion D61P, T o Q. En una incorporacion, el
anticuerpo comprende una sustitucion S62N, D, K, T o V. En una
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 incorporacién, el anticuerpo comprende una sustitucién G65D, Y,
E o H. En una incorporacion, el anticuerpo comprende una sustitucién R94T
o R948. En una incorporacidén, el anticuerpo comprende una sustitucién
Y102Q, S, H o F. En una incorporacidn, un anticuerpo de la invencién que
comprende la citada modificacion R94T o R94S comprende ademas una o
varias modificaciones en la posicién 96 y/o 100. En una incorporacion, las
citadas modificaciones comprenden una sustitucién 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 I variante
modificada en una o varias posiciones 24, 25, 29 y 56. En una incorporacién,
el anticuerpo comprende una sustitucion R24K. En una incorporacion, el
anticuerpo comprende una sustituciéon A25S. En una incorporacién, el
anticuerpo comprende una sustitucién 129Q. En una incorporacion, el
anticuerpo comprende una sustitucion S56R, I, M o 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 III 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 incorporacion, las modificaciones se
seleccionan entre el grupo conformado por F27Y, T28(N, P, L, S, A o I),
S30tl, ToY), A33W, M34(L,V), S35H, T571, Y58R, Y59F, A6ON, D61(P, T,
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Q), S62(N, D, K, T,V), V63(F,L), K64(E, H, N, D, Q), G65(D, Y, E, H),
RO4T.,S) y Y102(Q, S, H, F).. En una incorporacién, un anticuerpo de la
invencion que comprende la citada modificacion R94T o R94S comprende
ademds una o varias modificaciones en la posicién 96 y/o 100. En una
incorporacion, las citadas modificaciones comprenden una sustitucion G96R
y/o S100T (es decir, en HVR-H3).

En una incorporacién, un anticuerpo de la invencion comprende un
dominio variable &e cadena liviana que comprende una secuencia de soporte
consensual de subgrupo kappa humano I 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, A258S, 129Q y S56(R, I, M,
Q).

Un anticuerpo de la invencién 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 x. En una incorporacién, un
anticuerpo de la invencién comprende por lo menos una porcion (o la
totalidad) de la secuencia de soporte consensual del subgrupo I humano x.

--. En una incorporacion, un anticuerpo de la invencion 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
posicion 94 en la cadena pesada no es R (y es preferiblemente, pero no
necesariamente S o T).

En un aspecto, un anticuerpo de la invencién es un anticuerpo
humanizado anti-c-met que inhibe la union 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: 9 y 10). Por ejemplo, en una
incarporacién, un anticuerpo de la invencion inhibe la unién del FCH con un

valor IC50 que es inferior a alrededor de la mitad del que le corresponde al
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anticuerpo quimérico. En una incorporacién, el valor IC50 de un anticuerpo
de la invencion 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
union 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 activacién del receptor
con un valor IC50 que es inferior a alrededor de la mitad del que corresponde
al anticuerpo quimérico. En una incorporacién, el valor IC50 de un anticuerpo
de la invencion es airededor 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
inc.di'poracién, los valores IC50 se determinan a través de un rango de
concentracién del anticuerpo desde alrededor de 0.1 nM hasta alrededor de
100 nM.

En un aspecto, un anticuerpo de la invencién 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 incorporacién, un anticuerpo de la invencion inhibe la
proliferacion celul.ar 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 invencién es alrededor de 0.1, 0.2, 0.3 o 0.4 del

que corresponde al anticuerpo quimérico. Es posible comparar las habilidades
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para inhibir la proliferacién celular de acuerdo con varios métogbs conocidos

en el arte, incluyendo como se describe en los Ejemplos abajo. En una
incorporacién, los valores IC50 se determinan mediante un rango de
concentracion del anticuerpo de alrededor de 0.01 nM a alrededor de 100 nM.

En una incorporacion, tanto el anticuerpo humanizado como el
anticuerpo quimérico son monovalentes. En una incorporacion, tanto el
anticuerpo humanizado como el anticuerpo quimérico comprenden una sola
region Fab enlazada a una region Fc. En una incorporacion, 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 incorporacidn, la regién humana Fc es la de un 1gG (por ejemplo,
IgG1,2,304).

En un aspecto, la invencion dispone un anticuerpo que comprende un
dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia HVRI1-HC,
HVR2-HC y/o HVR3-HC representada en la Figura 13. En una
incorporacién, el dominio variable comprende la secuencia FRI-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 Fe
representada en la Figura 13. En una incorporacién, un anticuerpo de la
invencion comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la
secuencia HYR1-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 y la secuencia CHI
y/o Fc representada en la Figura 13. En una incorporacion, 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 la

secuencia Fc en la Figura 14.
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En un aspecto, la invencion dispone un anticuerpo que‘:%rll:lprende 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-L.C, FR3-LC y/o
FR4-L.C representada en la Figura 13. En una incorporacién, el anticuerpo
comprende la secuencia CL1 representada en la Figura 13.

En una incorporacion, un anticuerpo de la invencion comprende
dominios variables de cadena liviana y de cadena pesada como se describe en
los ‘dos parrafos anteriores. En una incorporacién, el anticuerpo es
monovalente y comprende una region Fc. En una incorporacion, la regién Fc
comprende por lo menos una protuberancia (prominencia) y por 1o menos una
cavidad (orificio), donde la presencia de la protuberancia y la cavidad mejora
la formaciéon 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 incorporacion, la regién Fc de
un anticuerpo de la invencién 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
incorporacién, una mutacién de cavidad es T366S, L368A y/o Y407V. En
una-.incorporacién, una mutacion de protuberancia es T366W. En una
incorporacién, 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 invencion para modular uno o
varios aspectos de los efectos asociados al FCH/c-met-, incluyendo pero no
limitado a la activacion c-met, sefializacién 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 biolégicamente adecuado, incluyendo la alteracién del ligando
(por ejemplo, HGF) unién a c-met, c-met fosforilacion y/o c-met
multimerizacién. Por lo tanto, en una incorporacion, la invencion dispone un

anticuerpo antagonista c-met que inhibe la unién del FCH al c-met. En una
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incorporacién, un anticuerpo antagonista c- met de la in.\;nbcic'm altera la
multimerizacion c-met (por ejemplo, dimerizacién). En una incorporacion, un
anticuerpo antagonista c-met de la invencion altera la funcién de dimerizacién
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 interaccién del citado dominio
unido con su compaiiera 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-met, pero donde la citada unién resulta en
la alteracion de la habilidad del dominio Sema c-met para interactuar con su
compaiiera de union (como molécula c-met). En una incorporacién, un
anticuerpo antagonista de la invencién se fija a la c-met (por ejemplo, el
dominio extracelular) de manera que la dimerizacién 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 dimerizacién
c-met se altera. Por ejemplo, en una incorporacién, la invencién 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 invencion especificamente fija una
secuencia en el dominio Sema c-met.

En una incorporacion, un anticuerpo antagonista de la invencion altera
la dimerizacién c-met que comprende la homodimerizacion. En una
incorporacion, un anticuerpo antagonista de la invencién altera la
dimerizaciéon c-met que comprende la heterodimerizacion (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 éue 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 unién FCH en una c-met. En otra
incorporacion, un anticuerpo de la invencion sustancialmente no inhibe la

unién de FCH a c-met. En una incorporacion, un anticuerpo de la invencion
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sustancialmente no compite con el FCH para la unién a la c- mgt. En un
ejemplo, un anticuerpo antagonista de la invencién 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 incorporacion, un anticuerpo antagonista c-met de la invencién
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 Coleccion Americana de
Cultivos de Tipo, Nimero de Acceso ATCC HB-11894 (hibridoma
1A3.3.13)). En otra incorporacién, un anticuerpo antagonista c-met de la
invencion es diferente a (es decir, no es) un fragmento Fab del anticuerpo
monoclonal 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 incorporacidn, la invencion dispone un anticuerpo antagonista c-
met que altera tanto la multimerizacién c- met como la union al ligando. Por
ejemplo, un anticuerpo antagonista de la invencion que inhibe Ila
multimerizacién c-met (por ejemplo, la dimerizacién) puede comprender
ademés una habilidad para competir con el FCH por la unién a una c-met.

En una incorporacion de un anticuerpo antagonista c-met de la
invencién, 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 invencidn, la unién del antagonista a la c-met en una célula inhibe la
proliferacion, supervivencia, dispersién, morfogénesis y/o motilidad de la
célula.

En una incorporacion, 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 invencion
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 la c-met) y NVRCLQHF (SEQ ID No:18) (por ejemplo, residuos 381-

19



WO 2006/015371 PCT/US2005/027626 1 \ﬁ)

388 de la c-met). En una incorporacion, un anticuerpo antagonista de la
invencion especificamente se fija a un epitope de conformaciéon formado por
pafte 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 aminodcidos
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 incorporacién, 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
incorporacion, la primera especie animal es humana. En una incorporacién, la
primera especie animal es primate, por ejemplo mono de Java. En una
incorporacion, la segunda especie animal es murina, por ejemplo raton. En
una incorporacion, la segunda especie animal es canina.

En un aspecto, la invencion dispone composiciones que comprenden
uno o varios anticuerpos antagonistas de la invencion y un excipiente. En una
incorporacion, el excipiente es farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto, la invencion dispone 4cidos nucleicos que codifican un
anticuerpo antagonista c-met de la invencién.

En un aspecto, la invencion dispone vectores que comprenden un acido
nucleico de la invencion.

En un aspecto, la invencién dispone células anfitrionas que comprenden
un 4cido nucleico o un vector de la invencién. Un vector puede ser de
cualquier tipo, por ejemplo un vector recombinante como un vector de
expresion. Se pueden emplear cualquiera entre una variedad de células
anfitrionas. En una incorporacién, una célula anfitriona es una célula

procariota, por ejemplo, E. coli. En una incorporacion, una célula anfitriona
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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 invencion. Por ejemplo, la invencién 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 invencién en
una célula anfitriona apropiada que codifica el citado anticuerpo (o un
fragmento del mismo) y recuperar el citado anticuerpo.

En un aspecto, la invencién 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
invenciébn. En una incorporacién, una composicion comprende un &cido
nucleico de la invencién. En una incorporacién, una composicion que
comprende un anticuerpo antagonista y comprende ademds un excipiente, el
cual, en algunas incorporaciones es farmacéuticamente aceptable. En una
incorporacion, un articulo de manufactura de la invencién comprende ademas
instrucciones para administrar una composicién (por ejemplo, el anticuerpo
antagonista) a un individuo.

... En un aspecto, la invencion 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 incorporacién, la solucién
amortiguadora es farmacéuticamente aceptable. En una incorporacién, una
composicion que comprende un anticuerpo antagonista comprende ademas un
excipiente, el cual, en algunas incorporaciones es farmacéuticamente
aceptable. En una incorporacién, 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 invencion en la preparacidn de un medicamento para el
tratamiento terapéutico y/o profildctico de una enfermedad, como un cancer,

un tumor, un desorden relacionado con la proliferacion celular, un desorden
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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 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 vector de expresién de
la invencion en la preparacion de un medicamento para el tratamiento
terép'éutico y/o profildctico 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 una célula anfitriona de la
invencion en la preparacién de un medicamento para el tratamiento
terapéutico y/o profildctico de una enfermedad, como un céncer, 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 invencién dispone el uso de un articulo de
manufactura de la invencidn en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento terapéutico y/o profildctico 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 invencién dispone el uso de un estuche de la
invencion en la preparacion de un medicamento pare el tratamiento
terapéutico y/o profildctico 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 invencién dispone métodos y composiciones (tiles para modular
estados de enfermedades asociadas con la desregulacion del eje de
sefializacion FCH/c-met. La via de sefializacion FCH/c-met estd
comprometida en multiples funciones biolégicas y fisioldgicas, incluyendo,
por ejemplo, la proliferacion celular y la angiogénesis. Por lo tanto, en un
aspecto, la invencion dispone un método que comprende administrar a un

individuo un anticuerpo de la invencidn.
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En un aspecto, la invencion dispone un método pa
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 invencién, 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
condicion patolégica asociada a la desregulacidn de la activacién c-met en un
individuo, el citado método que comprende administrar al individuo una
cantidad efectiva de un anticuerpo de la invencion, mediante el cual se trata la
citada condicion.

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 invencién produciendo en esta forma la
inhibicién 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 invencion dispone un método para tratar un mamifero
en forma terapéutica que tiene un tumor canceroso que comprende una célula
qué' 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 invencién, 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 invencion dispone un método para tratar o prevenir un
desorden relacionado con la proliferacion celular asociado con una mayor
expresién o actividad de la c-met o el crecimiento hepatocitico, 0 ambos, el
citado método que comprende administrar a un individuo que necesite el
citado tratamiento una cantidad efectiva de un anticuerpo de la invencidn, y en
esta forma efectivamente tratar o prevenir el citado desorden de proliferacién

celular. En una incorporacion, el citado desorden de proliferacion es cancer.
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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 invencién, y en esta forma inhibir el crecimiento de la citada
célula. En una incorporacién, la célula es contactada por el FCH expresado
por una célula diferente (por ejemplo, mediante un efecto paracrino).

Un método 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 invencién, 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 patoldgico apropiado, por ejemplo, las células y/o los tejidos asociados
a la desregulacion de la via de sefializacion del FCH/c-met. En una
incorporacién, una célula que se busca fijar como objetivo en un método de la
invencidn es una célula cancerosa. Por e¢jemplo, una célula cancerosa puede
ser una célula seleccionada entre el grupo conformado por una célula de
cdncer de mama, una célula de cédncer colorrectal, una célula de cancer de
pulmén, una célula de cancer papilar (por ejemplo, de la glandula tiroides),
una célula de céncer de colon, una célula de cdncer pancreético, 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 géstrico, una célula de carcinoma escamoso de
cabeza y cuello, una célula de melanoma y una célula de leucemia. En una
inco:I'poracién, una célula que se busca fijar como objetivo en un método de la
invencion es una célula hiperproliferativa y/o hiperplasica. En una

incorporacién, una célula que se busca fijar como objetivo en un método de la
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invencion es una célula displdsica. En ain 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 incorporacién, un meétodo
comprende ademés 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
biologico importante, cuya desregularizaciébn 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
incorporacion, un método de la invencion ocasiona la apoptosis de una célula
objetivo. Por ejemplo, el contacto con un antagonista de la invencién puede
resultar en la incaﬁacidad de una célula de enviar una sefial mediante la via c-
met, ocasionando la apoptosis.

" - La desregulacion de la activacién c-met (y por lo tanto la sefializacion)
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, 0 ambos, se expresan en forma mas abundante por la
citada célula (por ejemplo, una célula 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 incorporacién de los
métodos de la invencién, una célula objetivo estd 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 estd contactada/unida por el FCH expresado por la célula objetivo
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misma (por ejemplo, mediante un efecto/una vuelta autocrino). -8 activacién
c-met y/o la seflalizacion también puede ocurrir en forma independiente del
ligando. Por lo tanto, en una incorporacioén de los métodos de la invencién, la
activacion c-met en una célula objetivo ocurre en forma independiente del

ligando.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIG. 1 representa la alineacién de secuencias de las cadenas livianas y
pesadas variables para lo siguiente: secuencia consensual de cadena liviana de
subgrupo humano I, secuencia consensual de cadena pesada de subgrupo
humano [11, 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
cor.ﬁbinacién 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 anélisis Biacore de anticuerpos anti-
c-met seleccionados.

FIG. 5A,B & 6A,B representan ejemplos de secuencias aceptoras de
soporte humano consensual para el uso en la prictica de la invencidn
instantanea con identificadores de secuencia como sigue:

Soportes Consensuales Variables Pesados (VH) (FIG. 5A, B
soporte consensual humano VH subgrupo I menos Kabat CDRs (SEQ ID No:
19)
soporte consensual humano VH subgrupo 1 menos regiones hipervariables
extendidas (SEQ ID Nos : 20- 22)
soporte consensual humano VH subgrupo II menos Kabat CDRs (SEQ ID No:
23)
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soporte consensual humano VH subgrupo II 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 TII 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 I kappa humano VL(SEQ ID NO: 38)
soporte consensual subgrupo II 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)

FIG. 7 representa secuencias de dominio variable donante (anticuerpo
murino SDS) cadena liviana (LC) y cadena pesada (HC).

FIG. 8 representa los datos graficos para bloquear la uniéon del FCH a su

aceptor mediante un anticuerpo de la invencion.

FIG. 9 representa los datos grificos para la inhibicién de la activacion
del receptor FCH mediante un anticuerpo de la invencion.

FIG. 10 representa los datos graficos para la inhibicién de la
proliferacién celular mediante un anticuerpo de la invencion. “rchOASDS5
HGF” hace referencia a un anticuerpo quimérico 5D5 de un brazo més el
FCH; “rhuOASDSv2 HGF” hace referencia a OA5SDS5.V2 mdas el FCH;
“rhuOA5D5v1l HGF” hace referencia a OA5SDS5.vl mas el FCH”. “Control
mhdASDS" hace referencia a un anticuerpo quimérico 5D5 de un brazo sin el
FCH; “Control thuOASDS5v2” hace referencia a OASDS.v2 sin el FCH;
“Control rhuOASDS5v1” hace referencia a OA5DS5.v1 sin el FCH”.
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FIG. 11A, B representa datos para la inhibicién de la fos%—'

aceptor en presencia de un anticuerpo de la invencion. La Fig. 11A representa
la fosforilacion del aceptor de las células H358. La Fig. 11B representa la
fosforilacién 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 aminodcidos 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 invencién (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 mutacién “prc-)minencia” (protuberancia) T366W, como se describe en
WO 2005/063816. En una incorporacion, 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 invencién dispone unos métodos, unas composiciones, unos estuches
y unos articulos de manufactura para identificar y/o utilizar inhibidores de la
via de sefializacion 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 inmunologfa, todas las cuales estin dentro de las destrezas del
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arte. Dichas técnicas se explican en detalle en la literatura, como, “Molgcular
Cloning: A Laboratory Manual”, segunda edicién (Sambrook y colaboradores,
1989); “Oligonucleotide Synthesis” (M. J. Gait, ed., 1984); “Animal Cell
Culture” (R. 1. Freshney, ed., 1987); “Methods in Enzymology” (Academic
Press, Inc.); “Current Protocols in Molecular Biology” (F.M. Ausubel y
colaboradores, eds., 1987 y actualizaciones periédicas); “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 “modificaciéon” de un residuo/una posicién de un aminoécido,
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 alteracién de la
secuencia que compromete el citado residuo/las posiciones del aminoécido.
Por ejemplo, las modificaciones tipicas comprenden la sustitucién del residuo
(o en la citada posicién) con otro aminodcido (por ejemplo, una sustitucién
con.s‘ervadora o no conservadora), la insercion de uno o varios (generalmente
menos de 5 o 3) aminodcidos adyacentes al citado residuo/posiciéon y la
eliminacion del citado residuo/posicion. Una “sustitucién de aminoacido” o
una variacién del mismo, hace referencia al reemplazo de un residuo de un
aminodcido existente en una secuencia de aminoécido predeterminada (de
partida) con un residuo de aminoacido diferente.  Generalmente y
preferiblemente, la modificacion resulta en la alteracion en por lo menos una
actividad fisico-quimica del polipéptido variante 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 unién y/o
el efecto de unién 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
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que interferirian con usos de diagndstico o terapéuticos para el afticuerpqg y
pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinicos o no-proteinicos.
En incorporaciones preferidas, el anticuerpo serd purificado (1) a mds del 95%
por peso de anticuerpo como se determina en el método Lowry y mais
preferiblemente mas de 99% por peso, (2) hasta un grado suficiente que
pet:m'ita la obtencion de por lo menos 15 residuos de secuencia de aminodcido
N-terminal o intemo mediante ¢l 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 estard presente. Sin embargo, por lo general el
anticuerpo aislado se preparard mediante por lo menos un paso de
purificacion. _

El término “numeracién de residuo de dominio variable como en
Kabat” o “numeracion de la posicion de aminodcido como en Kabat” y
varidciones de los mismos, hacen referencia al sistema de numeracion
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, Edicién 5, Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991). Utilizando este
sistema de numeracion, la secuencia linear de aminodcido puede contener
menos aminodcidos o incluso unos aminoédcidos 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
insercion de aminodcido (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 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
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dos valores numéricos (generalmente uno asociado con un anticuerpo de la
invencion y el otro asociado con un anticuerpo de referencia/comparacion, de
manera que una persona con destreza en el arte consideraria la diferencia entre

los dos valores como muy poca o sin ningin 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%, preferibleniente 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 funcién 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 compafiera 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 unién 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
fdcilmente, mientras que los anticuerpos de alta afinidad generalmente se unen
al antigeno de manera mas rdpida y tienden a mantenerse unidos por mas
tiempo. En el arte se conoce una variedad de métodos para medir la afinidad
de unidn, y cualquiera de ellos se puede emplear con los fines de la presente
inv_e_t_lcién. A continuacidén 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 union 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

solucion de Fabs para el antigeno equilibrando el Fab con concentraciones
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minimas de ("**I)-antigeno marcado en presencia de una serie de titulaciones
de un antigeno sin marcar, luego capturar el antigeno fijado con una placa
recubierta con anticuerpo anti-Fab (Chen y colaboradores, (1999) J. Mol Biol
293:865-881). Pare establecer las condiciones del anilisis, 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 S0 mM de carbonato de sodio (pH
9.6) y posteriormente se bloquean con 2% (peso/volumen) albiimina 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 ['*1]-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 incubﬁcién 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
incubaci6n 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 méxima se escogen para
el uso en un andlisis de union competitiva. De acuerdo con otra
incorporacién, la Kd o el valor Kd se mide mediante un analisis de resonancia
por plasmén de superficie utilizando un BIAcoreTM-2000 o un
BIAcoreTM_3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25C con fracciones de
antigeno CMS5 inmobilizado a ~10 unidades de respuesta (RU). Brevemente,
se activan fracciones biosensor de dextrano carboximetilado (CM35, 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 Sul/minuto para
obtener aproximadamente 10 unidades de respuesta (RU) de proteina
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acoplada. Después de la inyeccion del antigeno, se inyecta IM dm

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 (kox) se
calculan empleando un modelo simple de unién Langmuir uno-a-uno
(Software de Evaluacion BIAcore version 3.2) ajustando simultineamente el
sensograma de asociacion y de disolucion. La constante de disociacion del
equilibrio (Kd) se calcula como la proporcion ks'k.,. 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 extincién fluorescente que mide el
aumento o la reduccion de la intensidad de la emision fluorescente (excitacion
= ‘_295 nm; emision = 340 nm, 16 nm sobrepaso de banda) a 25°C de un
antit:.uerpo 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 espectémetro,
como un espectrofometro equipado con detencidn 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 BIAcore™-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25C
con fracciones de antigeno inmobilizado CMS a ~10 unidades de respuesta
(RU). Brevemente, se activan fracciones de 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 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 de etanolamina para

bloquear los grupos que no reaccionaron. Para las mediciones cinéticas, dos
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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 (k.,) y las tasas de disociacion (k.s) se
calcilan empleando un modelo simple de unién Langmuir uno-a-uno
(Software de Evaluacién BlAcore version 3.2) ajustando simultineamente el
sensograma de asociacion y de disolucion. La constante de disociacién del
equilibrio (Kd) se calculé como la proporcion kowken. 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 anélisis 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 reduccion de la intensidad de 1a emision fluorescente (excitacién
= 295 nm; emisién = 340 nm, 16 nm sobrepaso de banda) a 25C 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
espectometro, como un espectrofometro equipado con detencién de flujo
(Aviv Instruments) o un espectrofometro serie 8000 de SLM-Aminco
(ThermoSpectronic) con una cubeta con agitacién. 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 versién
Fab del anticuerpo y la molécula del antigeno como se describe en el siguiente
andlisis que mide la afinidad de la union de la solucion de Fabs para el
antigeno equilibrando el Fab con una concentracién minima de ('*I)-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. Mo/ 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) albimina 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 ['#1]-

antigeno con diluciones seriadas de un Fab de interés (consistente con la
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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 continuar durante un periodo mas
prc;l'c'mgado (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 anélisi; de unién competitiva. De acuerdo con otra incorporacion,
el Kd o el valor Kd se mide empleando el analisis de resonancia por plasmén
de superficie empleando un BIAcore™-2000 o un BLAcore™-3000 (BIAcore,
Inc., Piscataway, NJ) a 25C con fracciones de antigeno inmobilizado CMS a
~10 unidades de respuesta (RU). Brevemente, se activan fracciones de
biosensaor de dextrano carboximetilado (CMS, 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 inyecci6n 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 grupc;s 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 (k,,) v las tasas de disociacion (k.q) se
calculan empleando un modelo simple de unién Langmuir uno-g-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 calcula como la proporcion koa'ko. 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 anélisis de resonancia por plasmén de
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superficie arriba, entonces se puede determinar la tasa de activacién
empleando una técnica de extincién fluorescente que mide el aumento o Ia
reduccion de la intensidad de la emisién 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 espectémetro, como un
espectrofometro equipado con detencion de flujo (Aviv Instruments) o un
espectrofémetro serie 8000 de SLM-Aminco (ThermoSpectronic) con una
cubeta con agitacién.

En una incorporacion, una “tasa de activacion” o una “tasa de
disociacién” o una “tasa de asociacion” o “k,,” de acuerdo con esta invencion,
se determina con la misma técnica de resonancia por plasmén de superficie
descrita arriba empleando un BIAcore™-2000 o un BIAcore™-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 (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 se inyecta 1M 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
asociacién (kon) y las tasas de disociacion (k.s) se calculan empleando un
modelo simple de unién Langmuir uno-a-uno (Software de Evaluacion
BIAcore version 3.2) ajustando simultdneamente el sensograma de asociacion
y de disolucién. La constante de disociacién del equilibrio (Kd) se calculo
como la proporcién koy'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 andlisis de resonancia por plasmén de superficie

arriba, entonces la tasa de activacion se determina preferiblemente empleando
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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 como se mide en un espectémetro, como un
espectrofometro equipado con detencion de flujo (Aviv Instruments) o un
espectrofometro 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 numéricos (generalmente uno asociado con un
anticuerpo de la. invencion y el otro asociado con un anticuerpo de
referencia/comparacion, de manera que una persona con destreza en el arte
consideraria la diferencia entre los dos valores como muy poca o sin ningin
significado bioldgico 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 aminodcidos” con
respecto a una secuencia peptida o polipéptida se define como el porcentaje de
residuos de aminodcidos en una secuencia candidata que es idéntico a los
residuos de aminodcidos en la secuencia peptida o polipéptida especifica,
después de alinear las secuencias e introducir brechas, de ser necesario, para
obtener el porcentaje de la méxima identidad posible y sin considerar
sustituciones conservadoras como parte de la identidad de la secuencia. La
alineacién con el objeto de determinar el porcentaje de la méxima identidad
posible de la secuencia de aminoécidos se puede lograr de varias formas,
dentro de las destrezas del arte, por ejemplo empleando un software de
computador disponible para el piblico como BLAST, BLAST-2, ALIGN o
Megalign (DNASTAR). Aquellos con destreza en el arte pueden determinar
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los pardmetros apropiados para medir la alineacién, incluyendo cualquier
algoritmo que pudiera ser necesario para alcanzar la alineacion méxima a todo
lo largo de las secuencias que se estdn 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
comparacion de secuencia ALIGN-2, donde el codigo 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 comparacion de
secuencias y el codigo de fuente que aparece en la Tabla A abajo estd
registrado bajo documentacion 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 estd disponible para el pablico en Genentech, Inc.,
Souti: 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 UNLX, preferiblemente digital UNTX
V4.0D. El programa ALIGN-2 fija todos los pardmetros 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 aminodcidos para determinada secuencia de aminodcidos 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 conira determinada secuencia de aminoacidos B) se calcula de la

siguiente manera:
100 veces la fraccion X/Y

donde X es el nimero de residuos de aminodcidos totalizados como
compatibilidades idénticas por el programa ALIGN-2 de alineacion de
secuencia de A y B y donde Y es el nimero total de residuos de aminodcidos

en B. Se apreciard que cuando la longitud de la secuencia de aminodcidos A
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no es igual a la longitud de la secuencia de aminodcidos B, el %ze/i?rﬂa/d
de la secuencia de aminoacidos de A a B no sera igual al % de identidad de la
secuencia de aminodcidos de B a A.

Salvo si se indica especificamente en contrario, todos los % de los
valores de identidad de la secuencia de aminoédcidos empleados en la presente
se obtienen como se describe en el parrafo inmediatamente anterior
empleando el programa de computador ALIGN-2.

Tabla A

I*

L

* C-C increased from 12 to 15

* Z is average of EQ

* Bis 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®¥

/A% {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* {0,3,4,3,2-5,0,1,:20,0-3,-2, 2, M-, 1,0, 0, 0, 0,-2,-5, 0,-3,

1},

/*C* {-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,-5,4,3,-6, 1, 1,-2,0, 0,-4,-3, 2, M,-1, 2,-1, 0, 0, 0,-2,-7, 0,4,
2},

*E* {0,2,5,3,4,5,0,1,-2,0,0,-3,-2, 1, M,-1, 2,-1, 0, 0, 0,-2,-7, 0,4,
3}

/*F* {-4,-5-4,-6,-5,9,-5,-2, 1, 0,5, 2, 0,4, M,-5,-5,-4,-3,-3, 0,-1, 0, O,
7,5},

*G* {1,0,-3,1,0,5,5,-2,-3, 0,-2,4,-3, 0, M,-,-,-3, 1, 0, 0,-1,-7, 0,-5,
0},
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1
™ H * { '1: 1:'3’ ls 15'23'2! 6'."21 0’ 0"21'21 2,_Ms 0, 3: 2:":'13 %0:

2},

I {-1,-2,-2,-2,-2, 1,-3,-2, 5, 0,-2, 2, 2,-2, M,-2,-2,-2,-], 0, O, 4,-5, O,-
1,-2},

/*J* {o0,0000,000000000,M,0000000,0,0,0,0},
*K* {-1,0,5,0,0,-5,-2,0,-2,0,5,-3,0, 1, M,-1, 1, 3,0, 0, 0,-2,-3, 0,-4,
03,

*L* {-2,3,-6,-4,-3, 2,-4,-2, 2, 0,-3, 6, 4,-3, M,-3,-2,-3,-3,-1, 0, 2,-2, O,-
1,-2},
*M*  {-1,-2,-5,-3,-2, 0,-3,-2, 2, 0, 0, 4, 6,-2,_M,-2,-], 0,-2,-1, 0, 2,-4, O,-
2,-1},

[*N* {0,2-4,2,1-4,0,2-20,1-3,-2,2, M-1,1,0, 1, 0,0,-2,-4, 0,-2,
" .

/* O * { 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},

I*P*  {1-1-3,1,-1,-5,1, 0,-2, 0,-,-3,-2,-1, M, 6, 0, 0, 1, 0, 0,-1,-6, 0,5,
0},

*Q* {0,152 2,-5-1,3,2,0,1,2,-1,1, M, 0, 4, 1,-1,-1, 0,-2,-5, 0,4,
3},

I*R* {-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}, |

/*S* {1,0,0,0,0,3,1,-1,-1,0,0,-32, 1, M, 1,-1, 0, 2, 1, 0,-1,-2, 0,-3,
0},

T+ {1,0,2,0,0,3,0:1,0,0,0-1-1,0, M, 0,11, 1, 3,0, 0,-5, 0,3,
0},

/*U* {0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,M,O0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,
0},

IV {0,2,2,2,2,-1,-1,-2, 4, 0,-2, 2, 2,2, M,-L,-2,-2,-1, 0, 0, 4,-6, 0,-2,-
2},

I*W*  {-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},

*X* {0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0IM,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0, 0},
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* Y * { -3,-3, 0,-4,-4, 7.-5, 0,-1, 0,-4,-1,-2,-2, M,-5,-4,-4,-3,-3, 0,-2, 0,

0,10,-4},

*Z* {0,1,5,2,3,-5,0,2,-2,0,0,-2,-1, UM, 0, 3, 0, 0, 0, 0,-2,-6, 0,4,

4},

b

/i

*/

#include <stdio.h>

#include <ctype.h>

#defineMAXJMP 16 /* max jumps in a diag */

#defineMAXGAP 24 /* don't continue to penalize gaps larger
than this */

#defineJMPS 1024 /* max jmps in an path */

#defineMX 4 /* save if there's at least MX-I bases since last
jmp */

#defineDMAT 3 /* value of matching bases */

#defineDMIS 0 /* penalty for mismatched bases */
#defineDINSO 8 /* penalty for a gap */

#defineDINSI 1 /* penalty per base */

#definePINSO 8 /* penalty for a gap */

#de-i;lnePINSI 4 /* penalty per residue */

struct jmp {

short n[MAXIMP]; /* size of jmp (neg for dely)
*/
unsigned short X[MAXIJMP]; /* base no. of jmp in seq x */
/* limits seq to 2°16-1%*/
B
struct diag {
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int
long
short
struct jmp
I H

struct path {

15

char
char
char
char
int
int
int
int
int
int
Iint”
int
int

int
short

int

struct diag
struct path

char

char

score;
offset;
ijmp;

ip

Spc;
n[JMPS];
X[IMPS];

*ofile;
*namex|[2];
*prog;
*seqx(2];
dmax;
dmax0;
dna;
endgaps;
gapx, gapy;
len0, lenl;
ngapx, ngapy: ;
smax;
*xbm;
offset;

#dx;

pp[2];

PCT/US2005/027626

/* score at last jmp */
/* offset of prev block */
/* current jmp index */

/* list of jmps */

/* number of leading spaces */
/* size of jmp (gap) */
/* loc of jmp (last elem before gap) */

/* output file name */
/* seq names: getseqs() */
/* prog name for err msgs */
/* seqs: getseqs() */
/* best diag: nw() */
/* final diag */
/* set if dna: main() */
/* set if penalizing end gaps */
/* total gaps in seqs */
/* seq lens */
/* total size of gaps */
/* max score: nw() */
/* bitmap for matching */
/* current offset in jmp file */
/* holds diagonals */
/* holds path for seqs */

*calloc(), *malloc(), *index(), *strcpy();

*getseq(), *g_calloc();

/*Needleman-Wunsch alignment program *
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.

* usage: progs filel file2

* where filel 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

* Qutput is in the file "align.out"

L]

* 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

» I o

#indude "nw.h"

#include "day.h"

static _dbval[26] = {
1 1 1 412: 1 3:0:0)4) 11 ,0,0’ 1 2,0,3, 1 5,0,0,0,5,6,8,8,7.9,0’ 1 0’0
b

static _pbval[26] = {
1, 2((1 <<('D;-'A'))|(l<< ('N'-'A"), 4, 8, 16, 32, 64,
128, 256, OxFFFFFFF, I<<10, 1<<11, 1<<12, 1<<13, 1<<14,
- 1<<15, 1<<16, 1<<17, 1<<18, 1<<19, I<<20, 1<<21, 1<<22,
1<<23, 1<<24, 1<<25|(1<< (E'-'AM)|(1<<("Q"-'A")
|5

main(ac, av)
main
int ac;

char *av[];

prog = av[0];
if (ac 1= 3) {
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fprintf(stderr,"usage: %s filel file2\n", prog); /WJ

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,"Qutput is in the file align.out\"\n");
exit(l);

}

namex[0] = av(l];

namex|1] = av{2];

. 8eqx[0] = getseq(namex[0], &len0);
 seqx(l] = getseq(namex(l], &lenl);
xbm = (dna)? _dbval : _pbval;

endgaps = 0; /* 1 to penalize endgaps */
ofile = "align.out"; /* output file */

nw(); /* fill in the matrix, get the possible jmps */
readjmpsQ; /* get the actual jmps */

print(); . /* print stats, alignment */

cleanup(0); /* unlink any tmp files */

/* 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.

*/

0
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nw()

nw

char

int

int

int

int

int

register
.. register

register

register

*px, *py;
*ndely, *dely;
ndelx, delx;
*tmp;

mis;

ins0, ins!;

PCT/US2005/027626 19%

/Jﬁg(/v

/* seqs and ptrs */
/* keep track of dely */
/* keep track of delx */
/* for swapping rowQ, rowl */
/* score for each type */

/* insertion penalties */

id; /* diagonal index */

ij; /* jmp index */

*col0, *coll; /* score for curr, last row */
XX, YY ; /* index into seqs */

dx = (struct diag *)g_calloc("to get diags", len0+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));

coll = (int *)g_calloc("to get coll", lenl+1, sizeof{int));

~ ins0 = (dna)? DINSO : PINSO;
ins1 = (dna)? DESfSI : PINSI;

smax = -10000;
if (endgaps) {

for (col0[0] = dely[0] = -ins0, yy = 1; yy <= lenl; yy++) {
col0[yy] = dely[yy] = col0[yy-1] - insl;

}

ndely[yy] =yy;

col0[0] = 0; /* Waterman Bull Math Biol 84 */
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%
)
for (yy = 1; yy <= lenl; yy++)

dely[yy] = -ins0;

/* fill in match matrix
*/
for (px = seqx[0], xx = 1; xx <= len0; px++, xx++) {

/* initialize first entry in col

*/
if (encigaps) {
if (xx=1)
col1[0] = delx = -(insO+insl);
else
col1[0] = delx = col0[0] - insl;
ndelx = xx;
}
else {
col1[0]=0;
delx = -ins0;
_ ndelx = 0;
} :
o OIW
for (py = seqx[l], yy = 1; yy <= lenl; py++, yy++) {
mis = colO[yy-I];
if (dna)
mis += (xbm[*px-'A'l&xbm[*py-'A'])? DMAT :
DMIS;
else

mis +=_day[*px-'AT[*py-'A'];

/* update penalty for del in x seq;
* favor new del over ongong del

* ignore MAXGAP if weighting endgaps

46



W(.) 2006/015371 PCT/US2005/027626 \A.O

1
*/
if if (endgaps || ndely[yy] < MAXGAP) {
if (colOfyy] — ins0 >= dely[yy]) {
delyfyy] = colOfyy] - (insO+insl);
ndely[yy] = 1;

} else {
dely[yy] = insl;
ndely[yy++;
}
} else {

if (colOfyy] - (insO+ins1) >= dely[yy]) {
dely[yy] = colO[yy] - (insQ+insl);
ndely[yy] = ;

} else

ndely[yyH+;

/* update penalty for del in y seq;
* favor new del over ongong del
*/
if (endgaps || ndelx < MAXGAP) {
if (coll[yy-1] — insQ >= delx) {
delx = col1[yy-1] - (insO+insl);

ndelx =1
} else {
delx = insl;
ndelx++;
}
} else {

if (col1[yy-1] - (insO+ins1) >= delx) {
delx = col1l[yy-1] - (insO+insl);
ndelx=1;

} else
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ndelx++; W

/* pick the maximum score; we're favoring
* mis over any del and delx over dely
*/

v BW
id=xx-yy+lenl-1;
if (mis >= delx && mis >= dely[yy])
collfyy] = mis;
else if (delx >= delyfyy]) {
coll[yy] = delx;
ij = dx[id].ijmp;
if (dx[id].jp.n[0] && (!dna || (ndelx >= MAXJMP
&& xx > dx[idljp.x[{HMX) || mis >
dx[id].score+DINSO)) {
dx[id].ijmp++;
if (+H+j >= MAXIMP) {
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;
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else {
col1[yy] = dely[yy];
ij = dx[id].ijmp;
if (dx[id].jp-n[0]&& (!dna || (ndely[yy] >= MAXIMP
&& xx > dx[idljpx[ijHFMX) || mis >
dx[id].score+DINSO)) {
dx[id].ijmp++;
if (++1j >= MAXIMP) {
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) {
/* last col
*/
if (endgaps)
coll[yy] = insO+insl*(len1-yy);
if (coll [yy] > smax) {
smax = coll[yy];
dmax = id; }

}
if (endgaps && xx <len0)

coll[yy-1] = ins0+ins]|*(len0-xx);
if (coll{yy-1] > smax) {
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dmax = id;

}

tmp = colO; colO = coll; coll = tmp;
}
(void) free((char *)ndely);
(void) free((char *)dely);
(void) free((char *)col0);
(void) free((char *)col1); }

[
*

* print() — only routine visible outside this module

L

* 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 oﬁt 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 PILINE 256 /* maximum output line */
#define P_SPC 3 /* space between name or num and seq */
extern _day[26][26}];

int .. olen; /* set output line length */

FILE *fx; /* output file */
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{;

print

o\
v

print
{
int 1x, ly, firstgap, lastgap; /* overlap */
if (£ = 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(1], lenl);
olen = 60;
1x =len0;
ly =lenl;
firstgap = lastgap = 0;
if (dmax <lenl - 1) { /* leading gap in x */
pp[O].;.spc = firstgap = len! - dmax - 1;
1y -= pp[0].spc;
-y
else if (dmax > lenl - 1) { /* leading gap in y */
pp[i].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){ /* treiling gapiny */
lastgap = dmax0 - (lenO - 1);
- ly = lastgap;
}
getmat(lx, 1y, firstgap, lastgap);
pr_align(};
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}
/‘
*trace back the best path, count matches
-/ )
static
getmat(1x, ly, firstgap, lastgap)

getmat

int Ix ly; /* "core" (minus endgaps) */

int firstgap, lastgap; /* leading trailing overlap */
{

int nm, 10, il, siz0, sizi;

char outx[32];

double : pet;

register n0, nl;

register char *p0, *pl;

/* get total matches, score
*/

i0 =il = siz0 = sizl = 0;
p0 = seqx[0] + pp[l].spc;
pi = seqxfl] + pp[0].spc;
n0 = pp[l].spc + 1;

nl =pp[0]. spc + 1;

nm = 0;
while (*p0 && *pi) {
if (siz(Q) {
pH+
nl++;
5iz0--;
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}
else if (sizl) {
pO+;
_nO-H-;
sizl—;
}
else {
if (xbm[*p0-'A"]&xbm[*pl-'A"])
nm++;
if (n0+H == pp[0]. x[i0])
siz( = pp[0].n[i0++];
if (nl+ = pp[1].x[il])
sizl = pp[l].n[il++]; p0++; pl++;
}
}
/*pct homolégy:

* if penalizing endgaps, base is the shorter seq
" - * else, knock off overhangs and take shorter core
*/
if (endgaps)
1x=(len0 <len1)? len0 : lenl;
else
Ix=(1x<1y)? 1x: ly;
pet = 100.*(double)nm/(double)lx;
fprintf{fx, "\n");
fprintf{fx, "<%d match%s in an overlap of %d: %.2f percent
similarity\n",

nm, (nm == [)? "" : "es", 1x, pct);

fprintf{fx, "<gaps in first sequence: %d", gapx);
...getmat
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L
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);

... if (gapy) {

static
static
static
static
*/

(void) sprintf{outx, " (%d %s%s)",
ngapy, (dna)? "base”:"residue”, (ngapy = 1)? "":"s");
fpﬁntﬁﬁ(,"%s“’ Ouix);

}
if (dna)
fprintfifx,
"\n<score: %d (match = %d, mismatch = %d, gap penalty = %d +
%d per base)\n", smax, DMAT, DMIS, DINSQ, 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)? "" :
ngn, :
lastgap, (dna)? "base" : "residue”, (lastgap =—1)? "" : "s");
else
fprintf{fx, "<endgaps not penalized\n");
nm; /* matches in core — for checking */
1 max; /* lengths of stripped file names */
ij[2]); /* jmp index for a path */
nc[2]; /* number at start of current line
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AI\J\
static ni[2]; /* current elem number —/1' T gapping
*/
static siz[2];
static char *ps[2]; /* ptr to current element */
static char *po[2]; /* ptr to next output char slot */
stafic char out[2][P_LINE]; /* output line */
static char star[P-LINE]; /* set by stars() */

/t
* print alignment of described in struct path pp[]
*/
static
pr_alignQ 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;

nc[i] = 1;

ni[i]=1;

siz[i] =ij[i] = 0;

ps[i] = seqx{i];

po[i] = out[i]; }
for (nn =nm = 0, more = |; more; ) {
«.pr_align

for (i =more =0; i <2; i++) {

/i
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* do we have more of this sequence?
*/
if (1*ps[i])
continue;
moret+;
if (pp[i].spc) { /* leading space */
*polifH+=";
ppli]spe--;
}
else if (siz[i]) { /* in a gap */
*polil++=";
siz[i]-;
}
else { /* we're putting a seq element
*/
*poli] =*psli];
if (islower(*ps[i]))
*ps[i] = toupper(*ps[i]);
po[il++;
ps[il+;
I*
*are we at next gap for this seq?
*/
if (ni[i] = pplil.x[ij[i]]) {
/*
* we need to merge all gaps

* at this location

o
siz[i] = pp[il.n[ij[iH+];
while (ni[i] = pp[i].x[ij{il})
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siz[i] += pp[i] .n[ij [++];
}
ni[i][++;
}
}
if (++nn == olen || !more && nn) {
dumpblock();
for(i=0;i<2;iH+)
poli] = out[i];
nn=0; }
}
}
}
/#
* dump a block of lines, including numbers, stars: pr_align()
* / o
static
dumpblock()
dumpblock
{
register i;
for(i=0;1<2; i++)
*poli}- ="0%;
~.dumpblock
 (void) putc(\n', fx);

for(i=0;i<2;it++) {
if (*out[i] && (*out[i] =" 11 *(po[i]) I="") {
if(i =0)
nums(i);
if{i—0&&* out[l])
stars();
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putline(i); /Be(/

if(i = 0&&*out[l])

fprintf{fx, star);
if(i=l)
nums(i);
}
}
}
/i
*put out a number line: dumpblock()
*/
static
nums(ix)
nums
.. int ix; /* index in out[] holding seq line */
{
char nline[P_LINE];
register iy;
register char *pn, *px, *py;

for (pn =nline, i = 0; i < lmax+P_SPC; i++, pnt+t)
*pn=""
for (i = ne[ix], py = out[ix]; *py; py++, pn++) {
if (*py =" 1l *py ="
*pn=";
else {
if(i%10=011(i=1 && nc[ix] I= 1)) {
j=({i<0)?-:1;
for (px =pn; j; j /= 10, px—)
*px =j%10 +'0
if (i <0)
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i+
}
}
*on="\0";
nc[ix] =1;

for (pn = nline; *pn; pn++)

(void) putc(*pn, fx);
(void) putc("\n', £x);
}
/#
* put out a line (name, [num)], seq, [num]): dumpblock()
*/
static
putline(ix) putline
int ix; {
«.putline
int i
register char *px;

for (px = namex[ix], i = 0; *px && *px |="/'; px++, i++)
(void) putc(*px, fx);
" for (; i < Imax+P_SPC; i++)
(void) putc(’, fx);

/* these count from 1:

*ni[] is current element (from 1)

* nc[] is number at start of current line
*/

for (px = outix]; *px; px++)
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(void) putc(*px&0XTF, fx);
(void) puto("\n', fx);

/#

* put a line of stars (seqs always in out[0], out[l]): dumpblock()
*/

static

stars()

stars

int ' i

register char *p0, *pl, ex, *px;

if (1*out[0] II (*out[0] =" && *(po[0D=="") I
Mout[l] 11 ("out[l] =" && *(po[l) ="")
return;
pX = star;
for (i= Imax+P_SPC; i; i)

for (p0 = out[0], p1 = out[l]; *p0 && *pl; pO-+-+, pH+) {
if (isalpha(*p0) && isalpha(*pl)) {

if (xbm[*pO-'A"]&xbm[*pl-'A"]) {
cx="%,

nmt+:

}
else if (\dna && _day[*pO-'A"][*pl-'A"] > 0)

m,.,
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ex="'"
*px+t+ =ex;
}
*px-+="n';
*px ="\0
}
/*
* strip path or prefix from pn, return len: pr_align()
*/
stati;: 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+I; )
if (py)
) (void) strepy(pn, py);
return(strien(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
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* writejmps() — write a filled array of jmps to a tmp file: nw() 4
*/ -
#include "nw.h"

#include <sys/file.h>

char *jname = "/tmp/homg XXXXXX"; /* tmp file for jmps */
FILE *f;

int cleanup(); /* cleanup tmp file */
long Iseek();

/™

* remove any tmp file if we blow

*/

cleanup(i) cleanup

inti;

if (f))
(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;

62



WO 2006/015371 PCT/US2005/027626 b

A2
register char *px, *py;
" int natgg, tlen;
FILE *1p;

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 I="\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, tlent6, 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 !="\n"; px++) {
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if (isupper(*px)) ”)yé

*py++="px;
else if (islower(*px))

*py++ = toupper(*px);
if (index("ATGCU",*(py-)))

natgct+t;
}
}
*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);
}
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* get final jmps from dx[] or tmp file, set pp[], reset dmax: main()
*/

readjmps()
readjmps

{
int fd=-1;
int siz, 10, il;

register  i,j, xx;

if () {
(void) fclose(f));
if ((fd = open(jname, O_RDONLY, 0)) < 0) {
fprintf{stderr, "%s: can't open() %s\n", prog, jname);

cleanup(l);
}
}
for (i =10 =il = 0, dmax() = dmax, xx = len(); ; i++) {
while (1) {
for (j = dx[dmax].ijmp; j >= 0 && dx[dmax].jp.x[j] >= xx;
i

..readjmps

if (j <0 SLSC dxfdmax]. offset SLSL fj) {

(void) Iseek(fd, dx[dmax]. offset, 0);

(void) read(fd, (char *)&dx[dmax].jp, sizeof(struct
jmp));

(void) read(fd, (char *)&dx[dmax]. offset,

sizeof(dx[dmax]. offset));

dx[dmax].ijmp = MAXJMP-1;

else

break;
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} W

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;
if (siz < 0) { /* gap in second seq */
ppll]-n[il] = -siz;
XX +=S§iz;

*id=xx-yy+lenl-1

*/

pp[1].x[il] = xx - dmax + lenl - 1;
gapy+t;

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++;

break;
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)

/* reverse the order of jmps
*/
for (=0, i0~; j <i0; j++, i0--) {
i=pp[0}.n[j]; pp[0].n£j] = pp[0].n{i0]; pp[0].n[i0] = i;
1 =pp[0].x[j]; pp{0].x£j] = pe[0].x[i0]; pe[0].x[i0] = i;
}
for (j =0, il—; j <il; j++, il-) {
i = pp[l].n[j}; pp(l]-n{j] = pp{1).n[il]; pp[1].n[il] =1;
i = pp[].x[i]; pp[i]-x{j] = pp[].x[il]; pp[1].x[il] = i;

}
if (fd >=0)
(void) close(fd);
if () {
(void) unlink(jname);
fi=0;
offset =0,
} }
/ﬂ
* write a filled jmp struct offset of the prev one (if any): nw()
*/
writejmps(ix)
writejmps
int ix;
{
char *mktemp();
if (') {
if (mktemp(jname) < 0) {

fprintf{stderr, "%s: can't mktemp() %s\n", prog, jname);
cleanup(l);
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[ \
} M
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 “pldsmido” 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 de forma autonoma 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 ho-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 expresién 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 nucleétidos pueden ser
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deoxiribonucleétidos, ribonucleétidos, nucleétidos o bases mo os, y/o
sus analogos, o cualquier sustrato que se puede incorporar a un polimero
mediante ADN o ARN polimerasa, o mediante reaccién sintética. Un
polinucledtido puede comprender nucledtidos modificados, como nucleétidos
metilados y sus andlogos. Si se encuentra presente, la modificacién de la
estructura del nucledtido se puede impartir antes o después de la conformacion
del polimero. La secuencia de nucledtidos se puede interrumpir por
componentes no-nucleftidos. Un polinucleétido se puede modificar
posteriormente deépuéi de la sintesis, como mediante la conjugacién con una
marcacién. Otros tipos de modificaciones incluyen, por ejemplo, “caps”,
sustitucibn de uno o varios nucledtidos naturales con un andlogo,
modificaciones internucledtidas 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, 4cidos nucleicos
alfa anoméricos, etc.), al igual que la forma sin modificar del (los)
polinucledtido(s). Ademaés, cualquiera de los grupos hidroxilo normalmente
presentes en los aziicares se puede reemplazar, por ejemplo, por grupos
fosfonato, grupos fosfato, protegidos por grupos de proteccién estdndar, o
activados para preparar unos enlaces adicionales a nucledtidos adicionales o se
pueden conjugar con soportes solidos o semi-solidos. Los terminales OH §' 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 estindar. Los
polinucledtidos también pueden contener una forma andloga de azicares 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 azicar

carbociclico, azicares alfa anoméricos, aziicares epiméricos como arabinosa,
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xilosas o lixosas, azicares de piranosa, aziicares de furanosa, QM]OS&,

analogos aciclicos y andlogos abésicos 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 descripcién
apli.c:a a todos los polinucledtidos citados en la presente, incluyendo ARN y
DNA.

“Oligonucleétido”, como se emplea en la presente, generalmente hace
referencia a polinucledtidos cortos, generalmente de una sola hélice,
generalmente sintéticos que tienen generalmente, pero no necesariamente,
menos de alrededor de 200 nucledtidos de longitud. Los términos
“oligonucleétido” y “polinucleétido” no son mutuamente excluyentes. La
anterior descripcion de los polinucledtidos es total e igualmente aplicable para
los oligonucleotidos.

El término “factor de crecimiento hepatocitico” o “FCH” como se
emplea en la presente, hace referencia, salvo si especificamente o
coﬁiéxtualmente se indica en contrario, a cualquier polipéptida FCH natural o
variante (ya sea natural o sintética) que es capaz de activar la via de
sefializacion 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 aminodcidos de una proteina
FCH natural. El término “secuencia FCH de tipo natural” generalmente hace
referencia a una secuencia de aminoécidos que se encuentra en el FCH natural.

Los términos “anticuerpo” e “inmunoglobulina” se emplean en forma
intercambiable en el sentido més 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
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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 porcién 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 incorporacién, 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 incorporacién, un fragmento de
anticuerpo, por ejemplo uno que comprende la regién Fc, retiene por lo menos
una de las funciones biolégicas normalmente asociada a la regién Fc cuando
estd presente en un anticuerpo intacto, como la union FcRn, la modulacién de
la vida media del anticuerpo, la funcién ADCC y la unién complementaria.
En una incorporacién, un fragmento de anticuerpo es un anticuerpo
moﬁbvalente 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 union 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 incorporacién, el anticuerpo de un brazo
comprende mutaciones Fc que constituyen “prominencias” y “orificios” como
se describe en W02005/063816. Por ejemplo, una mutacién de orificio puede
ser uno o varios de T366A, L368A y/o Y407V en un polipéptido Fc y una
mutacion de cavidad puede ser T366W.

El término “anticuerpo monoclonal” como se emplea en la presente
hace referencia a un anticuerpo obtenido de una poblacién 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
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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 homologa(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 regién hipervariable del aceptor se reemplazan con residuos
de una regién 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
efectiian para refinar ain més el desempefio del anticuerpo. En general, el
anticuerpo humanizado sustancialmente va a comprender todos de por lo
menos uno Yy 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
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de una inmunoglobulina humana. Para mayores detalles, consultar Jones y
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, 4cido 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 aminodcidos de un soporte VL. o VH derivado de
un soporte de inmunoglobulina humana o de un soporte consensual humano.
Un -s-oporte humano aceptor “derivado de” un soporte de inmunoglobulina
humana o de un soporte consensual humano puede comprender la misma
secuencia de aminodcidos de este, o puede contener unos cambios
preexistentes en la secuencia de aminodcidos.  Cuando se encuentran
presentes los cambios preexistentes del aminodcido, preferiblemente no se
encuentran presentes mas de 5 y preferiblemente 4 o menos, 0 3 o menos
cambios preexistentes de aminoicidos en un VH; preferiblemente estos
cambios son solamente en tres, dos o una de las posiciones 7 1H, 73H y 78H;
por ejemplo, los residuos de aminoécidos en estas posiciones pueden ser 7 1A,
73T y/o 78 A. En una incorporacion, el soporte humano aceptor VL tiene una
secuencia idéntica a la secuencia de soporte humano de inmunoglobulina VL
o a ia secuencia de soporte consensual humano.

Un “soporte consensual humano” es un soporte que representa el
residuo de aminoicidos més comiin en una seleccién de inmunoglobulina
humana VL o en secuencias de soporte VH. Generalmente, la seleccion 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 incorporacién, para

el VL, el subgrupo es el subgrupo kappa I como en Kabat y colaboradores.
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En una incorporaéién, para el VH, el subgrupo es el subgrupo Il ¢omo en
Kabat y colaboradores

- Un “soporte consensual VH subgrupo III” comprende la secuencia
consensual obtenida de las secuencias de aminodcidos en el subgrupo III
variable pesado de Kabat y colaboradores. @ En una incorporacién, la
secuencia de soporte consensual de aminoédcidos VH subgrupo III comprende
por lo menos una porcion o la totalidad de cada una de las siguientes
secuencias: EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO:42)-H1-
WVRQAPGKGLEWYV (SEQ ID NO:43)-H2-
RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC (SEQ ID NO:44)-H3-
WGQGTLVTYVSS (SEQ ID NO:45).

Un “soporte consensual VL subgrupo I” comprende la secuencia
consensual obtenida a partir de las secuencias de aminoédcidos en el subgrupo I
kappa variable liviana de Kabat y colaboradores. En una incorporacion, la
secuencia de soporte consensual de aminoécidos VH subgrupo I 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 aminodcidos que el soporte humano aceptor, por ejemplo
carece de sustitucidén(es) de aminodcidos humano a no-humano en el soporte
humano aceptor.

.. Una “regién 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 aminoédcidos en la misma.

Una “region hipervariable sin modificar” para los efectos de la presente,
es una region hipervariable que tiene la misma secuencia de aminodcidos que
un anticuerpo no-humano del cual se derivd, es decir uno que carece de una o
varias sustituciones de aminoécidos en el mismo.

El término *“regién hipervariable”, “HVR”, o “HV”, cuando se emplea

en la presente, hace referencia a las regiones de un dominio variable de
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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 namero de delineaciones de regioén hipervariable se encuentran en
uso y se encuentran abarcadas en la presente. Las Regiones de Determinacién
Complementaria de Kabat (CDRs) se basan en la variabilidad de la secuencia
y son las que se emplean con mas frecuencia (Kabat vy 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 ubicacién de las vueltas estructurales (Chothia
and Lesk J Mol - Biol. 196:901-917 (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
anti-c-uerpos AbM de Oxford Molecular. Las regiones hipervariables de

“contacto” se basan en un anilisis 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 L24-1.34 L24-L34 L26-L32 L30-L36
L2 L50-L56 L50-L56 L50-L52 L46-L55
L3 L89-L97 = L89-L97 L91-L96 L89-L96
Hl H31-H35B H26-H35B H26-H32 H30-H35B
(Numeracién Kabat)

HI ~ H31-H35 H26-H35 H26-H32 H30-H35
(Numeracion Chothia)

H2 H50-H65 H50-H58 HS53-H55 HA47-HSS8

H3 H95-H102 H95-H102 H96-H101 H93-H101

Las regiones hipervariables
hipervariables extendidas” como sigue: 24-36 o 24-34 (Ll), 46-56 o 50-56
(L2) y 89-97 (L3) en el VL y 26-35 (HI), 50-65 o 49-65 (H2) y 93- 102, 94-
102 o 95-102 (H3) en el VH. Los residuos del dominio variable estin

pueden comprender “regiones
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enumerados de acuerdo con Kabat y colaboradores, supra para cadh una de
est:eté definiciones.

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

Un “anticuerpo humano” es uno que posee una secuencia de
aminoécidos 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
definicién 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) alteracién(es). Los
anticuerpos de afinidad madurada preferidos tendrédn afinidades nanomolares o
incluso picomolares para 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, P:;oc 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 bioldgica del antigeno que fija. Los anticuerpos
de bloqueo 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.
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- Un “desorden™ es cualquier condicidon 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 patologicas que predisponen el mamifero al desorden en cuestion.
Ejemplos no limitantes de los desérdenes a ser tratados en la presente incluyen
tumores malignos y benignos; neoplasias no relacionadas con leucemia y
linfoides; desordenes neuronales, gliales, astrocitales, hipotalamicas y otros
desordenes glandulares, macréfagos, epiteliales, estromales y blastocoélicos; y
desérdenes inflamatorios, inmunolégicos y otros desordenes relacionados con
la angiogénesis.

Los términos “desorden de proliferacion celular” y “desorden
proliferativo” hacen referencia a desdrdenes asociados con determinado grado
de proliferacion 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 proliferacion neoplasica de las células, bien sea maligna o
benigna, a todas las células y a todos los tejidos pre-cancerosos y cancerosos.
Los términos “céncer”, “canceroso”, “desorden de proliferacion celular”,
“desorden proliferativo” y “tumor” no son mutuamente excluyentes, como se
hace referencia a los mismos en la presente.

Los términos “céncer” y “canceroso” hacen referencia a o describen la
condicién fisiologica de los mamiferos que se caracteriza tipicamente por un
crecimiento/una proliferacion celular irregular. Ejemplos de cancer incluyen
pero no se limitan a carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia. Més
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, cédncer hepatocelular, céncer gastrointestinal, cdncer pancredtico,
glioblastoma, céncer cervical, cincer de ovario, cdncer de higado, cédncer de
vejiga, hepatoma, cdncer de mama, cincer de colon, cancer colorrectal,
carcinoma endometrial o uterino, carcinoma de gldndula salivar, céncer de
rifién, cancer de higado, cancer de prostata, cancer vulvar, cancer de tiroides,

carcinoma hepético y varios tipos de céncer de cabeza y cuello.
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La desregulacion de la angiogénesis puede cothos

desordenes que pueden ser tratados mediante composiciones y métodos de la
invencion. Estos desordenes incluyen condiciones neoplasicas y no
neopldsicas. 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 psoridsicas, sarcoidosis, ateroesclerosis, placas
ateroescleréticas; retinopatias diabéticas y otras retinopatias incluyendo
retinopatia del prematuro, fibroplasia retrolental, glaucoma neovascular,
degeneracion macular relacionada con la edad, edema macular diabético,
neovascularizacién de comea, neovascularizacién por injerto de comea,
recl';:'lzo de in:ierto de comea, neovascularizacion retinal/coroidal,
neovascularizacion del angulo (rubeosis), enfermedad neovascular ocular,
restenosis vascular, malformaciones arteriovenosas (AVM), meningioma,
hemangioma, angiofibroma, hiperplasias de tiroides (incluyendo la
enfermedad de Graves-Basedow), fransplante de comea y de otros tejidos,
inflamacion crénica, inflamacién pulmonar, lesion aguda de pulmén/ARDS,
sepsis, hipertension pulmonar primaria, efusiones pleurales malignas, edema
cerebral (por ejemplo, asociado con isquemia aguda / traumatismo
craneoencefdlico cerrado / trauma), inflamacion sinuvial, formacion de pafio
sinuvial en RA, osificacion heterotépica, formacion hipertrépica de hueso,
osteoartritis (OA), ascitis resistentes, enfermedad ovdrica poliquistica,
endﬁmetriosis, 3er espacio de enfermedades de liquidos (pancreatitis,
sindrome compartimental, quemaduras, enfermedad intestinal), fibroides
uterinos, trabajo de parto prematuro, inflamacion cronica como IBD
(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, inhibicién de crecimiento de vello, sindrome Osler-Weber,
granuloma pidgeno, fibroplasias retrolenticulares, esclerodermia, tracoma,
adhesiones vasculgres, sinovitis, dermatitis, preeclampsia, ascitis, derrame

pericdrdico (como el asociado a la pericarditis) y derrame pleural.
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Como se emplea en la presente, “tratamiento” hace rﬁ; una

intervencién clinica con el objeto de alterar el curso natural del individuo o de
la célula que se estd 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 metéstasis, 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 pronodstico. En algunas
incorporaciones, los anticuerpos de la invencion 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
terapéutico 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 téxico 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™", I, '3, Y™, Re'®, Re'®, Sm'?,
Bi?'?, P e isétopos radioactivos de Lu), quimioagentes terapéuticos por

ejemplo metotrexato, adriamicina, vinca alcaloides (vincristina, vinblastina,
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etoposida), doxorubicina, melfalano, mitomicina C, clorammbucil,
daunorubicina u otros agentes de intercalado, enzimas y fragmentos de los
mismos tales como enzimas nucleoliticas, antibiéticos y toxinas tales como
toxinas de molécula pequefia o toxinas enziméticamente 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 vy
metilamelaminas incluyendo altretamina, trietilenemelamina,
trietilenefosforamida,  trietilenetiofosforamida y trimetilolomelamina;
acetogeninas  (especialmente bulatacina y bulatacinona); delta-9-
tetrahidrocannabinol (dronabinol, MARINOL®); beta-lapachona; lapachol;
colchicinas; dacido betulinico; una camptotecina (incluyendo el andlogo
topotecano sintético (HYCAMTIN®), CPT-1I (irinotecano, CAMPTOSAR®),
acetilcamptotecina, escopolectina y 9-aminocamptotecina); briostatina;
calistatina; CC- 1065 (incluyendo sus anélogos sintéticos adozelesina,
carzelesina y bizelesina); podofilotoxina; dcido podofilinico; teniposida;
criptoficinas (particularmente criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina;
duocarmicina (incluyendo los andlogos sintéticos, KW-2189 y CBI-TMI);
eleuterobina; pancratistatina; una sarcodiptina; espongistatina; mostazas de
nitrégeno como clorambucil, clormafazina, colofosfamidamida, estramustina,
ifosfamida, mecloretamina, oxido de hidrocloruro de mecloretamina,
melfalano, novembicina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de
uracilo; nitrolreas como carmustina, clorozotozina, fotemustina, lomustina,
nimustina y ranimnustina; antibiéticos como antibidticos de tipo enodiino (por
efemplo, calicheamicina, especialmente calicheamicina gammall vy
calicheamicina omegall (consultar por ejemplo, Agnew, Chem Intl. Ed. Engl.,

33: 183-186 (1994)); dinemicina, incluyendo dinemicina A; una esperamicina;
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al igual que neocarcinoestatina croméforo y croméforos de antibidticos de
tipo enodiino de cromoproteina), aclacinomicinas, actinomicina, 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, 4cido micofendlico,
nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina,
quela-lmicina, rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina,
ubenimex, zinostatina, zorubicina; anti-metabolitos como metotrexato y 5-
fluorouracilo (5-FU); analogos de acido folico como denopterina, metotrexato,
pteropterina, trimetrexato; andlogos de purina como fludarabina, 6-
mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; anédlogos de pirimidina como
ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, dideoxiuridina,
doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrégenos como calusterona,
propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; anti-
suprarrenales como aminoglutetimida, mitotano, trilostana; reabastecimiento
de 4cido félico como 4cido frolinico; aceglatona; aldofosfamidamida
glicosida; &cido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo;
bis-ahtreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diaziquona; elfornitina;
acetato de eliptinio; una epotilona; etoglucida; nitrato de galio; hidroxiurea;
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; é4cido tenuazdnico; 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

cremoOforo, formulacién de microparticulas construidas con albimina de
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paclitaxel (American Pharmaceutical Partners, Schaumberg, m y
TAXOTERE® doxetaxel (Rhdne-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 topoisomeresa RFS 2000; difluorometlilornitina
(DMFQ); retinoides como écido retinoico; capecitabina (XELODA®); sales,
gcidos 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.

Igualmente en esta definicion se incluyen los agentes anti-hormonales
que actian para regular, reducir, bloquear o inhibir los efectos de las
hormonas que pueden estimular el crecimiento del céncer, 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- estrogenos y
moduladores selectivos del aceptor estrogénico (SERMs), incluyendo, por
ejemplo, tamoxifeno (incluyendo NOLVADEX® tamoxifen), EVISTA®
raloxifeno, droloxifeno, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LYI]
17018, onapristona y FARESTON® toremifeno; anti-progesteronas;
regulacién 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 produccion de estrégeno en las gldndulas suprarrenales como por
ejerﬁ.plo, 4(5)-imidazoles, aminoglutetimida, .MEGASE® acetato de
megestrol, AROMASIN® exemestana, formestania, fadrozole, RIVISOR®

82



WO 2006/015371 PCT/US2005/027626 .b')(b

vorozole, FEMARA® letrozole y ARIMIDEX® a%a&fole.

Adicionalmente, dicha definicion de quimioagentes terapéuticos incluye
bisfosfonatos como clodronato (por ejemplo, BONEFOS® u OSTAC®),
DIDROCAL® etidronato, NE-58095, ZOMETA® 4cido zoledrénico
/zoledronato, FOSAMAX® alendronato, AREDIA® pamidronato, SKELID®
tiludronato, o ACTONEL® risedronato; al igual que troxacitabina (un andlogo
1,3-dioxoian nucleosida citosina); oligonucledtidos complementarios,
particularmente aquellos que inhiben la expresion de genes en vias de
sefializacién implicadas en la proliferacién 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 o0 a una composicion que inhibe el crecimiento
de una célula cuyo crecimiento depende del FCH/la activacion c-met bien sea
in vitro o in vive. Por lo tanto, el agente inhibidor de crecimiento puede ser
uno que significativamente reduce el porcentaje de células dependientes del
FCH/de 1a c-met en 1a fase S. Ejemplos de agentes inhibidores de crecimiento
incluyen agentes que bloquean la progresion del ciclo celular (en un punto
diferente al de la fase S), como los agentes que inducen la detencién Gl y la
detencion de la fase M. Los bloqueadores cldsicos de la fase M incluyen las
vincas (vincristina y vinblastina), los taxanos y los inhibidores topoisomerasa
II 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, metotrexato, 5-
fluorouracil y ara-C. Se puede encontrar mayor informacién en The

Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn and Israel, eds., Capitulo 1, titulado
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“Cell cycle regulation, oncogenes and antineoplastic drugs” urakami y
colaboradores (WB Saunders: Filadelfia, 1995), especialmente p. 13. Los
taxanos (paclitaxel y docetaxel) son férmacos anticancerigenos derivados
ambos del arbol de tejo. Docetaxel (TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer),
derivado del drbol 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 resuita en la inhibicién de
la ﬁitosis celular.

“Doxorubicina” es un antibiético antraciclino. El nombre quimico
completo de la doxorubicina es (8S- cis)-10-[(3-amino-2,3,6-trideoxi-a-L-
Iixo-hexapiranosil)oxi]-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,] 1- trihidroxi-8-(hidroxiacetil)-
I-metoxi-5,12-naftacenediona.

Generando anticuerpos variantes que exhiben una reduccién 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 vy
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 aminodcidos de un anticuerpo como se
deséribe en la presente puede servir como una secuencia de partida
(progenitora) para la diversificaciéon del soporte y/o la(s) secuencia(s)

hipervariable(s). En la presente se hace referencia a una secuencia de soporte
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seleccionada a la cual se fija una secuencia hipervariable d/]f:artida, 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 a:ceptor 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 homdloga 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 1.

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 WVRQAPGKGLEWYV (SEQ ID No:43),

FR3 que comprende FR3 comprende
RFTISXIDX2SKNTX3YLQMNSLRAEDTAVYYC (SEQ ID No:50), donde
XlesAoR, X2esToNyX3esAolL,

FR4 que comprende WGQGTLVTYVSS (SEQ ID No:45).

Ejemplos de soportes consensuales VH incluyen:

soporte consensual humano VH subgrupo 1 menos Kabat CDRs (SEQ ID No:
19);

soporte consensual humano VH subgrupo I menos regiones hipervariables
extendidas (SEQ ID Nos:20- 22);

sopc.).rte consensual humano VH subgrupo II menos Kabat CDRs (SEQ TD
No:23);
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soporte consensual humano VH subgrupo II menos regionés 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); 0
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),

86



WO 2006/015371 PCT/US2 7626
& ebo

sopc;rte consensual subgrupo II kappa humano VL(SEQ ID NO:39); /b
soporte consensual humano VL kappa subgrupo ITI (SEQ ID NO:40); o
soporte consensual subgrupo 1V 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 invencién 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 aminoécido relativas a la secuencia de la inmunoglobulina humana o a la
secuencia de soporte consensual.

Los residuos de region hipervariable de un anticuerpo no-humano se
incorporan al VL y/o al soporte humano aceptor VHs. Por ejemplo, se
podrian incorporar residuos que cotresponden 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 extendida como sigue,: 24-34 (LI), 50-56 (L2) y 89-97 (L3), 26-
35 (HI), 50-65 o 49-65 (H2) y 93-102, 94-102, 0 95-102 (H3).

Aunque en la presente se discute la “incorporacion” de residuos de la
region hipervariable, se apreciard 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 mutacion del 4cido nucleico que
codifica la secuencia de dominio variable del ratén de manera que los residuos
del soporte de este se cambien a residuos del soporte humano aceptor o
mediante la mutacién de 4cido 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 dcido 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 4cido nucleico que
codifican las secuencias humanas aceptoras, empleando un oligonucleétido

separado para cada regién hipervariable. Kunkel y colaboradores, Methods
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Enzymol. 154:367-382 (1987). Se pueden introducir unos cambios apropiados

N

en el soporte y/o la region hipervariable, empleando técnicas de rutina, para
corregir y reestablecer las interacciones apropiadas de region hipervariable-
antigeno.

Se puede erﬁplear la representacién fago (a la cual también se hace
referencia en la presente como la representacion fago en algunos contextos)
como un método conveniente y rdpido para generar y detectar diversos
anticuerpos variantes potenciales en una biblioteca generada por una seleccién
aleatoria de la secuencia. Sin embargo, una persona con destreza en el arte
conoce otros métodos 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 rdpidamente para aquellas secuencias que se unen a una molécula
objetivo con gran afinidad. Los écidos nucleicos que codifican las
polipéptidas variantes generalmente se fusionan a una secuencia de acido
nueleico que codifica una proteina de capa viral, como la proteina de gen IIl o
la proteina de gen VIIL. Se han desarroliado los sistemas de representacién
fago monovalente donde la secuencia del dcido 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 III. (Bass, S., Proteins, 8:309
(1990); Lowman and Wells, Methods: A Companion to Methods in
Enzymology, 3:205 (1991)). En un sistema de representacién 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. 5,580,717, 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 miiltiples formas incluyendo mediante la
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alteracion de un solo gen insertando unas secuencias aledtoriag’ de ADN o
mediante la clonacién de una familia de genes relacionados. Los métodos
para representar los anticuerpos o los fragmentos que fijan el antigeno
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,
5,5_80,717 y 5,658,727. Luego se efectia 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 aminodcido 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 regién 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 region 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
amino4cidos. Los conjuntos de codones se pueden representar empleando
unos simbolos para designar unos nucleétidos en particular, o unas mezclas
equimolares de nucleétidos como se muestra abajo, de acuerdo con el codigo
IUB.

CODIGOS TUB

G Guanina

. A Adenina

T Timina

C Citosina

R(AoG)

Y(CoT)

- M(AoC)

K(GoT)

S(CoG)

W(AoT)

H(AoCoT)
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V(AoCoQ)

DAoGoT)H

N(AoCoGoT)

Por ejemplo, en el conjunto de codones DVK, D puede ser nucleétidos
A0GoT,;Vpuede ser Ao GoC; yK 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 estdndar. Un conjunto de oligonucleétidos se puede
sintetizar, por ejemplo mediante la sintesis de fase s6lida, conteniendo
secuencias que representan todas las combinaciones posibles de tripletes de
nucleétidos dispuestos por los conjuntos de codones y que van a codificar el
grupo de aminoicidos deseado. La sintesis de oligonucleétidos con una
“degeneracion” seleccionada de nucledtidos en ciertas posiciones es bien
conocida en el arte. Dichos conjuntos de nucle6tidos que tienen ciertos
conj;mtos 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 oligonucleétidos
sintetizados teniendo un conjunto de codones en particular tipicamente va a
incluir una pluralidad de oligonucledtidos con diferentes secuencias, las
diferencias establecidas por el conjunto de codones en la totalidad de la
secuencia. Los oligonucledtidos, como se emplean de acuerdo con la
invencidn, 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 aminodcidos variantes a través de la mutagénesis mediada por
oligonucleétidos. 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 écido nucleico que codifican aminoacidos
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variantes se crean mediante la hibridacion de un conjunto(}é oligonucledtidos
que codifica el conjunto deseado de codones a un modelo de ADN, donde el
modelo es una forma de una sola hebra del pldsmido conteniendo un modelo
de secuencia de dcido nucleico de region variable. Después de la hibridacién,
se emplea ADN polimerasa para sintetizar toda una hebra secundaria
complementaria del modelo que por lo tanto va a incorporar el oligonucledtido
iniciador y va a contener los conjuntos de codones como se dispone en el
conjunto de oligonucledtidos.

Generalmente, se emplean los oligonucledtidos de por lo menos 25
nucleétidos de longitud. Un oligonucledtido 6ptimo tendrd de 12 a 15
nucleétidos que son totalmente complementarios con respecto al modelo en
cualquiera de los lados de la codificacién del(los) nucledtido(s) para la(s)
mutacién(es). Esto garantiza que el oligonucledtido serd hibridizado en forma
correcta a la molécula del modelo de ADN de una sola hebra. Los
oligonucleétidos 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 replicacién 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 produccién 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 oligonucledtido se
hibridiza al modelo de une sola hebra bajo unas condiciones de hibridacion
aproi)iadas. Una enzima de polimerizacion de ADN, normalmente T7 ADN
polimerasa o el fragmento Klenow de ADN polimerasa I, 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
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mutada del gen 1 y la otra hebra (el modelo original) todifica la secuencia
natural, sin alteracion del gen 1. Luego esta molécula heterodiiplex se
transforma en una célula anfitriona apropiada, normalmente una procariota
como E. coli IMIOl. Después de cultivar las células, se llevan a unas placas

con agarosa y se criban empleando un iniciador oligonucleétido radiomarcado
cofx.im 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 homodaplex, y donde ambas hebras del plasmido
contienen la(s) mutacion(es). Las modificaciones son como sigue: EIl
oligonucledtido de una sola hebra se hibrida al modelo de una sola hebra
como se describe arriba. Una mezcla de tres deoxiribonucledtidos,
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
mezéla, 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 digestion 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 region 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
homodiplex de ADN completa de dos hebras empleando ADN polimerasa en
presencia de los cuatro trifosfatos deoxiribonucledtidos, ATP y ADN ligasa.
Esta molécula homodiplex luego se puede transformar en una célula
anfitriona apropiada.

Como se indic6 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
restriccién. El modelo se puede generar por aquellos vectores ya sea

derivados de vectores M 13 fagos o por vectores que contienen un origen de
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replicacidon 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 produccion 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 biblioteca
suministrando unos conjuntos de oligonucledtidos descendentes o
ascendentes, y cada conjunto tiene una pluralidad de oligonucleétidos con
diferentes secuencias, las diferentes secuencias establecidas por los conjuntos
de codones dispuestas en la secuencia de los oligonucleétidos. Los conjuntos
de oligonucleétidos ascendentes y descendentes, junto con un modelo de acido
nucleico de dominio variable se pueden emplear en la reaccion de polimerasa
en cadena para generar una “biblioteca” de productos PCR. Se puede hacer
referencia a los productos PCR como “casetes de dcido nucleico”, puesto que
se pueden fusionar con otras secuencias de 4dcido 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 regioén hipervariable. Como se describe arriba, un
conjunto de codones es un conjunto de diferentes secuencias de tripletes de
nucleétidos 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 y métodos recombinantes

~ Para la produccién recombinante de un anticuerpo de la invencion, el
écicié nucleico que lo codifica se aisla y se inserta en un vector replicable para
su posterior clonaciéon (amplificacion del ADN) o para la expresion. El 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
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vectores estdn 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:

Coristruccion de vector

Las secuencias de polinucleétido que codifican los componentes
polipéptidas del anticuerpo de la invencion se pueden obtener empleando unas
técnicas recombinantes estindar. Las secuencias de polinucleétidos deseadas
se pueden aislar y secuenciar a partir de células que producen anticuerpos
como las células hibridoma. Alternativamente, los polinucledtidos se pueden
sintetizar empleando un sintetizador nucledtido 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 procaﬁbtas. Muchos vectores que estdn disponibles y se conocen
en el arte se pueden emplear con los fines de la presente invenciéon. La
seleccién de un vector apropiado va a depender esencialmente del tamafio de
los 4cidos 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
polinucleétido heterlogo, 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 seleccién, un promotor, un punto de union de ribosoma (RBS),
una secuencia de sefial, el inserto de dcido nucleico heterélogo y una
secuencia de terminacion de transcripcion.

En general, se emplean los vectores pldsmidos conteniendo el replicén 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 replicacidn, al igual que las secuencias de marcacién que son capaces
de efectuar una seleccién fenotipica en las células transformadas. Por
ejemplo, E. coli tipicamente se transforma utilizando pBR322, un pldsmido
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
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medios muy féciles 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 enddgenas. Ejemplos de
derivados de pBR322 empleados para la expresién 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 replicon y las
secuencias de control que son compatibles con el microorganismo anfitrion se
pueden emplear como vectores de transformacién 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 expresion de la invencién puede comprender dos o mas
pares promotor-cistron, que codifican cada uno de los componentes
poiibéptidas. Un promotor es una secuencia reguladora sin traducir ubicada
en direccion ascendente (5") con respecto a un cistrén 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 transcripcién 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. El promotor seleccionado
puede estar operar;ionalmente enlazado a un cistrén de ADN que codifica la
cadena liviana o la cadena pesada removiendo el promotor de la fuente de
ADN mediante una digestién de la enzima de restriccién 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 amplificacién y/o la
expresion de los genes objetivo. En algunas incorporaciones, se utilizan los

promotores heterSlogos puesto que generalmente permiten una mayor
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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
incliiyen el promotor PhoA, unos sistemas de promotor P- galactamasa y
lactosa, un sistema de promotor triptofano (trp) y unos promotores hibridos
como el promotor fac 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
translocacién 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 seflal seleccionada para los fines de esta invencion debe ser una
que se reconoce y procesa (es decir segmentada por una peptidasa de seiial)
por parte de la célula anfitriona. Para las células anfitrionas procariotas que
no reconocen ni procesan la secuencia de sefiales naturales a las polipéptidas
heterélogas, la secuencia de sefial se sustituye con una secuencia de seiial
procariota seleccionada por ejemplo, entre el grupo conformado por la
fosfamidatasa alcalina, penicilinasa, Ipp, o lideres enterotoxina II estables en
el calor (STII), LamB, PhoE, PeIB, OmpA y MBP. En una incorporacién de
la invencién, las secuencias de seflales empleadas en ambos cistrones del
sistema de expresion son secuencias de sefiales STII o variantes de las
mismas.

En otro aspecto, la produccién de las inmunoglobulinas de acuerdo con
la invencién puede ocurrir en el citoplasma de la célula anfitriona y por lo
tanto no requiere la presencia de secuencias de sefiales de secrecion en cada

cistrtbn. En este aspecto, la cadena liviana y la cadena pesada de
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inmunoglobulina se expresan, se pliegan y se conforman para formar unas
inmunoglobulinas funcionales en ¢l citoplasma. Ciertas cepas anfitrionas (por
ejemplo, las cepas E. coli trxB’) disponen unas condiciones de citoplasma que
son favorables para la formacién de enlaces disulfidas, permitiendo en esta
forma un plegamiento apropiado y la conformacién de subunidades de
proteinas expresadas. Proba and Pluckthun Gene, 159:203 (1995).

La presente invencion dispone un sistema de expresion donde la
proporcién 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 invencion. Dicha modulacion se
logra, por lo menos en parte, mediante la modulacién simultinea 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 iniciacion traslacional (TIR) en un cistrén. Para
determinada TIR, se puede crear una serie de variantes de secuencias de
aminodcidos o de dcido 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
aminodcidos, aunque se prefieren unos cambios silenciosos en la secuencia de
nucledtidos. Las alteraciones en la TIR pueden incluir, por ejemplo,
alteraciones en el 'nﬁmero 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
aminoécidos de la secuencia de seflal (es decir, los cambios son silenciosos).
Estos se pueden lograr cambiando la posicién del tercer nucledtido de cada
coddn. Adicionalmente algunos aminodcidos, como la leucina, la serina y la
arginina, tienen miltiples primera y segunda posiciones lo cual puede

aumentar la complejidad cuando se estd configurando el banco. Este método
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de mutagénesis sé describe en detalle en Yansura ygaboradores (1992)
METHODS: 4 Companion to Methods in Enzymol. 4: 151-158.

"'~ Preferiblemente, se genera un conjunto de vectores con un rango de
fortalezas TIR para cada cistron en la presente. Este conjunto limitado
dispone una comparacién 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. §,
840,523. Con base en la comparacion de la fuerza traslacional, las TIR
individuales deseadas se seleccionan para su combinacion en las
construcciones del vector de expresion de la invencion.

Las células eanfitrionas procariotas apropiadas para expresar los
anticuerpos de la invencién incluyen Archaebacteria y Eubacteria, como
organismos Gram-negativo o Gram-positivo. Ejemplos de bacterias utiles
incluyen Escherichia (por 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 incorporacién, 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
Depdsito No. 27,325) y derivados de los mismos, incluyendo la cepa 33D3 de
genotipo W3110 AfhuA (AronA) 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. coli,
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
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replicabilidad del replicén en las células de una bacte:'iD/f’or jemplo, 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, pACYCl177, o pKN410 para proveer el replicén.
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 expresién
descritos arriba y se cultivan en unos medios con nutrientes modificados
segin lo indicado para inducir promotores, seleccionar transformantes o
amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas.

.. Transformacion significa introducir ADN en la célula anfitriona
procariota de manera que el ADN sea replicable, bien sea como un elemento
extracromosomal o mediante un integrante cromosomal. Dependiendo de la
célula anfitriona empleada, la transformacion se logra empleando unas
técnicas estdndar 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 polietilenglico/DMSO. Sin embargo, la
electroporacion es otra técnica que se utiliza.

Las células procariotas empleadas para producir las polipéptidas de la
invencién se cultivan en unos medios conocidos en el arte y apropiados para
cultivar las células anfitrionas seleccionadas. Ejemplos de medios apropiados
inc'lﬁyen 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
expresién. Por ejemplo, se adiciona ampicilina al medio para el crecimiento
de células que expresan el gen resistente a la ampicilina.

Cualquier suplemento necesario, ademds de fuentes de carbono,
nitrégeno y fosfato inorgénico también se pueden incluir a las concentraciones

adecuadas y se pueden introducir solas o como una mezcla con otro
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suplemento o medio como una fuente de complejo dg¢ 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, miés
preferiblemente desde alrededor de 25°C hasta alrededor de 37.°C, incluso més
preferiblemente a alrededor de 30°C. El 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 induccién. 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 construccion de
vector empleada, como se conoce en el arte.

~ En una incorporacién, las polipéptidas expresadas de la presente
invencién se secretan a y se recuperan del periplasmo de las células
anfitrionas. La recuperacién 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
filtracién. Luego las proteinas se pueden purificar més, por ejemplo, mediante
cromatografia de afinidad de resina. Altenativamente, 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
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concentrar para una mayor purificacion de las proteinas‘“produtidas. Las

polipéptidas expresadas se pueden aislar ain mas y se pueden identificar
mediante unos métodos cominmente conocidos como eletroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE) y anélisis por electrotransferencia.

En un aspec.to 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 fermentacién alimentada para la
produccién 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 agitacién para distribuir el oxigeno y los nutrientes,
especialmente la glucosa (fuente preferida de carbono/energia). La
fermentacion a pequefia escala generalmente hace referencia a la fermentacion
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 fermentacién, la induccién de la expresién de la
proteina se inicia tipicamente después de que las células han crecido bajo
condiciones adecuadas hasta alcanzar una densidad deseada, por ejemplo, una
OD:ssp 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 construccién 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 induccién. Normalmente las células se inducen durante
alrededor de 12-50 horas, aunque se pueden emplear unos periodos de
induccion mas largos o més 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 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
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plegamiento y la solubilidad adecuados de las prot€inad heterdlogas
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 heterdlogas expresadas
(especialmente aquellas proteoliticamente sensibles), se pueden emplear
ciertas cepas anfitrionas con deficiencia de enzimas proteoliticas para la
presente invencién. 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 I, Proteasa Mi, Proteasa V, ProteasaVI 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;,
Ge_o_rgiou y colaboradores, Patente de Estados Unidos No. 5,264,365;
Gem-'giou 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
expresion de la invencién.

Purificacion del anticuerpo

En una incorporacién, la proteina del anticuerpo producida en la
presente se purifica ain méds para obtener preparaciones que son
sustancialmente homogéneas para otros analisis y usos. Se pueden emplear
unos métodos de purificacion de proteina esténdar conocidos en el arte. Los
sig.tii'entes procedimientos son ejemplos de unos procedimientos de
purificacién: fraccionamiento en inmunoafinidad o columnas de intercambio
de iones, precipitacién con etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia en
silice 0 en resina de intercambio de cationes como DEAE, determinacion del

objetivo principal mediante cromatografia, SDS-PAGE, precipitacién con
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sulfato de amonio y filtracion mediante gel, empleando por ¥jemplo, Sephadex
G-75.

En un aspecto, se utiliza la proteina A inmovilizada en una fase sélida
para purificacién por inmunoafinidad de los productos de toda la longitud del
anticuerpo de la invencion. La proteina A es una proteina 41kD de pared de
célila de Staphylococcus aureas la cual se une con una alta afinidad a la
regién 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 dcido 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 purificacién, la preparacién derivada del
cultivo de la célula, como se describe arriba, se aplica a la Proteina A
inmovilizada de fase s6lida 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 sdlida. 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
8, 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 transcripcidn.

(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 heterdloga 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
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lideres secretores virales, por ejemplo, la sefial del herpes simplex gD, estén
disponibles. .

Ei ADN para la citada regién precursora estd ligado en el soporte de
lectura al ADN qué codifica el anticuerpo.

(ii) Origen de replicacion

" Generalmente, no se requiere un componente de origen de replicacién
para los vectores de expresion de los mamiferos. Por ejemplo, el origen SV40
se puede emplear tipicamente solo porque contiene el promotor temprano.

(iii) 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
antibidticos o a otras toxinas, por efemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato
o tetraciclina, (b) complementan las deficiencias auxotrdficas, 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 heterdlogo producen una proteina que
confiere una resistencia al farmaco y por lo tanto sobreviven al régimen de
seleccién. Ejemplos de la citada seleccién 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 identificacién de células
competentes para absorber el dcido nucleico del anticuerpo, como DHFR,
timidina cinasa, metalotioneina-1 y -Il, preferiblemente genes metalotioneina
primates, adenosina deaminasa, ornitina decarboxilasa, etc.

... 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).

104

X



WO 2006/015371 PCT/US2005/027626 a,%
' T

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
am_inoglicosida 3'-fosfotransferasa (APH) mediante el crecimiento celular en
un medio conteniendo un agente de seleccion para el marcador seleccionable
como un antibiético aminoglicosidico, por ejemplo, canamicina, neomicina o
G418. Consultar Patente de Estados Unidos No. 4,965,199.

(iv) Componente de promotor

Normalmente los vectores de expresion y clonacion contienen un
promotor reconocido por el organismo anfitribn y se enlazan
operacionalmente al d4cido nucleico del anticuerpo polipéptida. Las secuencias
de promotor se conocen por eucariotas. Virtualmente, los genes aleucariotas-
tienen una regi6n 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 ﬁ‘énscripcién de muchos genes en una region CNCAAT donde N puede ser
cualquier nucleétido. En el extremo 3' de la mayoria de los genes eucariotas,
se encuentra una secuencia AATAAA que puede ser la seflal para la adicion
de la cola poli al extremo 3’ de la secuencia de codificacion. Todas estas
secuencias se insertan de forma apropiada en los vectores de expresion
eucariotas.

La transcripcion 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
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contiene el origen viral de replicacién SV40. El promotor temZno inmediato
del citomegalovirus humano se obtiene convenientemente como un fragmento
de restriccién 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 modificacién 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 ratdn 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
invencidon mediante unas eucariotas mas altas, con frecuencia se aumenta al
insertar una secuencia potenciadora en el vector. Ahora se conocen muchas
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 de;l 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 posicién 5' o 3' al
anticuerpo polipéptido que codifica la secuencia, pero preferiblemente se sitia
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 terminacién de la transcripcion y para la estabilizacion del mARN. Dichas
secuencias estin cominmente disponibles en las regiones sin traducir §' y
ocasionalmente 3', de ADN o cADN eucariotas o virales. Estas regiones

contienen segmentos de nucledtido transcritos como fragmentos
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poliadenilados en la porcidon sin traducir del mARN qué” codifican un
anticuerpo. Un componente de terminacién de transcripcion til es la region
de la hormona -de crecimiento bovina de poliadenilaciéon. Consultar
WC_)94/ 11026 y el vector de expresion divulgado en la presente.
) (vii) Seleccion y transformacion de células anfitrionas

Unas células anfitrionas apropiadas para la clonacion o la expresién del
ADN en los vectores en la presente incluyen células eucariotas mayores
descritas en la presente, incluyendo células anfitrionas de vertebrados. La
propagacion de células de vertebrados en un cultivo (cultivo de tejido) se ha
convertido en un procedimiento rutinario. Ejemplos de estirpes de células
anfitrionas ttiles son la estirpe CVI de rifion de mono transforrmada por SV40
(COS-7, ATCC CRL 1651); estirpe de rifion de embrion humano (293 o
células subclonadas 293para crecimiento en un cultivo de suspensién, Graham
y colaboradores, J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rifion 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 ratdn Sertoli (TM4, Mather, Biol Reprod. 23:243-251 (1980) ),
células de rifion de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de mono verde
africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma cervical
humano (HELA, ATCC CCL 2); células de rifién canino (MDCK, ATCC
CCL 34); 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 expresién o
de clonacién descritos arriba o mediante los vectores de clonacién para la
produccién de anticuerpos y se cultivan en un medio de cultivo con nutrientes
modificados segiin sea lo apropiado, para inducir promotores, seleccionando
transformantes o amplificando los genes que codifican las secuencias
deseadas.

(viii) Cultivando las células anfitrionas
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Las células anfitrionas empleadas para producir un ant% de esta
invencion 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 bulbecco ((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, 4,5‘50,655; 0 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 segiin 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), nucleédtidos (como adenosina y timidina),
antibiéticos (como el firmaco 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. También se puede incluir cualquier otro suplemento
necesario 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 serén aparentes para un artesano con destreza
ordinaria en el arte. ]

(ix) Pury’ica-cién 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
pa.rticuias de desechos, bien sea células anfitrionas o fragmentos levigados, se
retiran, por ejemplo, mediante centrifugado o ultrafiltracién. Cuando el
anticuerpo se secreta en el medio, los supernadantes de los citados sistemas de
expresion generalmente se concentran primero utilizando un filtro de

concentracién de proteina disponible en el comercio, por ejemplo una unidad
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de ultrafiltracion Amicon o Millipore Pellicon. Se puede incmibidor
de proteasa como PMSF en cualquiera de los pasos anteriores para inhibir la
proteolisis, y se pueden incluir antibioticos para evitar el crecimiento de
contaminantes adquiridos.

La composicién del anticuerpo preparado a partir de células se puede
purificar mediante por ejemplo, cromatografia en hidroxilapatita,
electroforesis en gel, dilisis y cromatografia por afinidad, y la cromatografia
por afinidad es la técnica de purificacién 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, ¥2, o y4 (Landmark
y colaboradores, -J. Inmunol. Meth. 62:1-13 (1983)). Se recomienda la
proteina G para la totalidad de los is6topos de raton y para el y3 humano
(Guss y colaboradores, EMBO J. 5:15671575 (1986)). La matriz a la cual se
fija cl;-.l 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
purificacién., Otras técnicas para la purificacion de la proteina como el
fraccionamiento en una columna de intercambio de iones, la precipitacion 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 dcido poliaspértico), la determinacion del
objéf:ivo principal mediante cromatografia, SDS-PAGE y la precipitacion de
sulfato de amonio también estdn 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 solucién
amortiguadora de levigado a un pH entre alrededor de 2.5-4.5, preferiblemente
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efectuada a unas concentraciones bajas de sal (por ejemplo, desde alrededor de
0-0.25M de sal).
Andlisis de actividad

" Los anticuerpos de la presente invencion se pueden caracterizar por sus
propiedades fisico/quimicas y sus funciones bioldgicas mediante diversos
andlisis 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
anélisis de aminodcidos, la cromatografia liquida de alta presidn de exclusion
por tamafio no desnaturalizante (HPLC), la espectrometria de masa, la
cromatografia de intercambio de iones y la digestion de papaina.

En ciertas incorporaciones de la invenci6n, se analizan las
inmunoglobulinas producidas en la presente para conocer su actividad
biolégica. En algunas incorporaciones, se efectian pruebas con las
inrhiinoglobulinas de la presente invencion para conocer la actividad de unién
de su antigeno. Los andlisis de unién del antigeno conocidos en el arte y que
se pueden emplear en la presente incluyen sin limitacion cualquier andlisis
directo o competitivo empleando técnicas como la técnica de
inmunotransferencia, radioinmunoandlisis, ELISA (analisis inmunoabsorbente
relacionado con la enzima), inmunoanslisis “sandwich”, analisis de
inmunoprecipitacién, inmunoandlisis fluorescente e inmunoanalisis de
proteina A. A continuacién se dispone un andlisis ilustrativo de union de
antigeno, en la seccion de Ejemplos.

En una incbrporacién, 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 reduccién/el agotamiento de actividades CDC y/o ADCC.

Por ejemplo, se pueden efectuar los andlisis de unién del Fc aceptor (FcR)
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para garantizar que el anticuerpo carece de uniones FcyR (pgr~lo tanto,
probablemente carecen de actividad ADCC), pero conservan la habilidad de
uni6én de FcRn. Las células primarias para la ADCC de mediacion, las células
NK, uGnicamente expresan FcyRIIl, mientras que los monolitos expresan
FeyRI, FcyRII y FcyRII. La 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 andlisis 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 litiles 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 Clq para confirmar que el anticuerpo es incapaz
de fijar el Clq y por lo tanto carece de actividad CDC. Para evaluar la
activacién complementaria, se puede efectuar un andlisis 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 seccién de Ejemplos.
Anticuerpos humanizados

La presente ‘invencion 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 humanizacién 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

regién hipervariable con las secuencias correspondientes de un anticuerpo
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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 prictica, 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 eleccién de dominios variables humanos, tanto livianos como
pesados, que serdan empleados para fabricar los anticuerpos humanizados es
muy importante para reducir la antigenicidad. De acuerdo con el método de
“mejor ajuste”, la _s.ecuencia 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 método 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 conservacién de la alta afinidad para el antigeno y otras propiedades
biologicas favorables. Para alcanzar esta finalidad, de acuerdo con un método,
se "preparan unos anticuerpos humanizados por medio de un proceso de
andlisis de las secuencias progenitoras y varios productos humanizados
conceptuales empleando modelos tridimensionales de las secuencias
progenitoras y humanizadas. Los modelos tridimensionales de
inmunoglobulina est4dn disponibles en forma comiin y aquellos con destreza en
el arte estin familiarizados con estos. Existen unos programas de computador
que ilustran y representan unas estructuras tridimensionales probables de
conformacién de unas secuencias de inmunoglobulina de candidatos

seleccionados. La inspeccion de estos muestrarios permite analizar el posible
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papel que juegan los residuos en el funcionamiento de la secuencia de
inmunoglobulina candidata. Es decir, analizar los residuos que influencian la
habiiidad 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 importacién 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 estdn directamente, y con
seguridad sustancialmente, comprometidos en la influencia sobre la fijacion
del antigeno.

Variantes del anticuerpo

En un aspecto, la invencién dispone un fragmento de anticuerpo que
comprende modificaciones en la interface de. los polipéptidos Fcs que
comprende la regién Fc, donde las modificaciones facilitan y/o estimulan la
het;e'l"odimerizacién. Estas modificaciones comprenden la introduccion 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 combinacién 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) modificacion(es) de la
secuencia de aminodcidos de los anticuerpos descritos en la presente. Por
ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de uni6én y/u otras
propiedades biolégicas del anticuerpo. Se preparan variantes de la secuencia
de aminoacidos del anticuerpo introduciendo unos cambios apropiados de
nucleétido en el dcido 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 aminodcidos
del anticuerpo. Cualquier combinacién de eliminacion, insercién y sustitucién
se realiza para llegar a la construcci6n final, siempre que la construccién final
posea las caracteristicas deseadas. Las alteraciones del aminodcido se pueden
introducir en la secuencia de aminoécidos del anticuerpo sujeto en el momento

que se hace esa secuencia.
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Un método util para identificar ciertos residuos o regdiones 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 interaccién de los
aminoécidos 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 variacién en la
secuencia de aminodcidos, la naturaleza de la mutacién per se no tiene que
estar predeterminada. Por ejemplo, para analizar el desempefio de una
mutacion en un sitio dado, el barrido ala o la mutagénesis aleatoria se realiza
en el codén o en la regién 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 cien 0 mds residuos, al igual que inserciones intrasecuencia de
residuos de amino4cidos sencillos o miiltiples. 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 aminodcido.
Estas variantes tienen por o menos un residuo de aminoécido en la molécula
del anticuerpo que fue reemplazado por un residuo diferente. Los sitios de
mayor interés para la mutagénesis de sustituciébn 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 biol6gica, entonces se pueden introducir unos cambios mas
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sustancialmente, denominados “sustituciones ejemplares” en la Ki, o
como se describe adelante en referencia a las clases de aminodcidos, y los

productos se pueden cribar.

TABLA 2
Residuo Original Sustituciones Sustituciones
Ejemplares Preferidas
Ala (A) Val; Leu; Ile Val
Arg (R) Lys; Gin; Asn Lys
Asn (N) Gln; His; Asp; Lys; Arg | GIn
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
Gln (Q) : Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gln Asp
Gly (Q) Ala Ala
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg Arg
Ile (I) Leu; Val; Met; Ala; Phe; | Leu
Norleucina
Leu (L) Norleucina; Ile; Val;|Ile
Met; Ala; Phe
Lys (K) Arg; Gln; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; Ile; 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

i 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 drea de la sustitucion, por ejemplo, como una
hoja o una conformaciéon helical, (b) la carga o la hidrofobicidad de la
molécula en el sitio objetivo o (c) el peso de la cadena lateral. Los
amino4cidos 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)):
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(1) Ala (A), Val (V), Leu (L), lle (I), Pro (P), Phe (F), Trp (W), Met (M) no
polar
(2) Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C), Tyr (Y), Asn (N), Gln (Q) sin carga
polar
(3) Asp (D), Glu (E) acidico
(4) Lys (K), Arg (R), His(H) bésico
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, Ile;
(2)hidrofilica neutral: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;
(3) acidica: Asp, Glu;
(4)basica: His, Lys, Arg;
""" (5)residuos que influencian la orientacién de la cadena: Gly, Pro;
(6)aromatica: Trp, Tyr, Phe.

Unas sustituciones no conservadoras implican intercambiar un miembro
de una de esas clases por otra clase. Los citados residuos sustituidos también
se pueden introducir en los sitios de sustituciébn 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 tendri(n) unas
caracteristicas bioldgicas 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
aminodcidos posibles en cada sitio. Por lo tanto, los anticuerpos generados se
muestran en unas particulas fagos filamentosas como fusiones del gen III
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
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candidatos de sitios de regidn hipervariable para modificacién, se puede
efe&uar una mutagénesis de barrido por alanina para identificar los residuos
de la region hipervariable que contribuyen significativamente a la union 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 anﬂgeno. 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 aminoécidos 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
aminoédcidos naturales) o la preparacién mediante mutagénesis mediada por
oligonucledtido (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
aminoédcido en una regién Fc de las polipéptidas de la inmunoglobulina de la
invencion, genemﬁdo en esta forma la variante de region Fc. La variante de
region Fc puede comprender una secuencia de region Fc humana (por
ejernplo, un IgGl, IgG2, IgG3 humano o una regién IgG4 Fc) que comprende
una modificacién del aminodcido (por ejemplo una sustitucién) en una o
varias posiciones del aminodcido incluyendo la de una cisteina bisagra.

De conformidad con esta descripcion y las ensefianzas del arte, se
contempla que en algunas incorporaciones, un anticuerpo empleado en los
métodos de la invencién puede comprender una o varias alteraciones cuando
se compara con la contraparte del anticuerpo natural, por ejemplo en la region
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
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determinadas alteraciones en la region Fc que resultarian en una l%ct?mq
alterada (es decir, bien sea mejorada o disminuida) y/o una 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 WQ94/29351 con relacidn a otros ejemplos de las variantes
de la region Fc.

Inmunoconjugados

La invencion igualmente se relaciona con inmunoconjugados, o
conjugados anticuerpo-firmaco (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-firmaco para la administracion local
de agentes citotoxicos o citostiticos, es decir firmacos para matar o inhibir las
células del tumor en el tratamiento del cincer (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 administracién dirigida de una fraccion del farmaco a
los tumores y la acumulacién intracelular en la misma, cuando la
administracién 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
méxima con la toxicidad minima. Se ha reportado que tanto los anticuerpos
policlonales como los anticuerpos monoclonales son ttiles en estas estrategias
(Rowland y colaboradores, (1986) Cancer Inmunol. Inmunother., 21: 183- 87).

Los farmacos empleados en estos métodos incluyen daunomicina,
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doxorubicina, metotrexato y vindesina (Rowland y colaboradored,/{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. 58:29'28; Hinman y colaboradores, (1993) Cancer Res. 53:3336-
3342). Las toxinas pueden desencadenar su efecto citotdxico y citostético
mediante mecanismos que incluyen la unién por tubulina, la unién de ADN o
la inhibicién de topoisomerasa. Algunos fArmacos citotoxicos tienden a ser
inactivos o menos activos cuando se conjugan con grandes anticuerpos o con
ligandos de proteina aceptor.

ZEVALES® (ibritumomab tiuxetano, Biogen/Idec) 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 unién de tiolirea (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 y 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 citopei;ia severa y prolongada en la mayoria
de los pacientes. MYLOTARG™ (gemtuzumab ozogamicina, Wyeth
Pharmaceuticals), un conjugado anticuerpo férmaco compuesto por un
anticuerpo hu CD33 enlazado a la calicheamicina, se aprobé en 2000 para el
tratamiento de leucemia mioloide aguda mediante inyeccién (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 firmaco compuesto

por el anticuerpo huC242 enlazado mediante el enlazante disulfido SPP a la
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fra;:.c;ién de férmaco maitansinoide, DMI, estd progresando hacia pw de la
Fase III para el tratamiento de canceres que expresan CanAg, como de tolon,
pancredtico, gastrico y otros. MLN-2704 (Millennium Pharm., BZL
Biologies, Inmunogen Inc.), un conjugado anticuerpo firmaco compuesto por
el antigeno prostitico especifico de membrana (PSMA), el anticuerpo
monoclonal enlazado a la fraccion de firmaco maitansinoide, DM1, se estd
desarrollando para el tratamiento potencial de tumores de préstata. Las
peptidas auristatina, auristatina E (AE) y monometilauristatina (MMAE),
andlogos sintéticos de dolastatina, se conjugaron a anticuerpos monoclonales
quimeéricos cBR96 (especifico de Lewis Y en carcinomas) y cACIO
(especifico a CD30 en malignidades hemdticas) (Doronina y colaboradores,
(2003) Nature Biotechnology 21(7):778-784) y estin bajo desarrollo
terapéutico.

Los agentes quimioterapéuticos itiles en la generacion de dichos
inmunoconjugados se han descrito arriba. Las toxinas enziméticamente
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, PAPHl y PAP-S),
inhibidor momor;lica charantia, curcina, crotina, inhibidor sapaonaria
officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina y los
tricotecenos. Una variedad de radioniiclidos se encuentran disponibles para la
produccién de anticuerpos radioconjugados. Ejemplos incluyen 2'2Bi, "I,
¥n, ®Y 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
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puede preparar una inmunotoxina ricina como se describe en Aitetta y

colaboradores, Science, 238: 1098 (1987). Carbono-14-marcado 1-

isotiocianatobencil-3-metildietilen dcido triaminapentaacético (MX-DTPA) es
un agente quelante ejemplar para la conjugacion del radionucleétido al
anticuerpo. Consultar WO94/11026.

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,

Maitansinay 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 actiian mediante la
inhibicién de la pt.)limerizaci()n tubulina. La maitansina se aislé por primera
vez del arbusto de este de Africa Maytenus serrata (Patente de Estados Unidos
No. 3,896,111). Posteriormente se descubri6 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 andlogos 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 divulgacién se incorpora expresamente a la presente por referencia.
Liu y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623 (1996)

describi6 unos inmunoconjugados que comprenden un maitansinoide
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designado DMI fijado al anticuerpo monoclonal C242 dirigida%a el
céncer colorrectal humano. Se encontrd que el conjugado era altamente
citotéxico frente a las células cultivadas del cancer de colon y mostraba una
actividad antitumoral en un andlisis de crecimiento de tumor in vivo. Chari y
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 fijondose a un antigeno en unas
estirpes celulares de cancer de colon humano o a otro anticuerpo monocional
murino TA.1 que fija el oncogeno HER-2/nen. La citotoxicidad de un
conjugado maitansonoide TA.] se ensayd in vitro en la estirpe celular del
céncer de mama humano SK-BR-3, que expresa 3 x 10° HER-2 antigenos de
superficie por célula. El conjugado del fiarmaco alcanzd un grado de
citotoxicidad similar al farmaco maitansinoide libre, que podria ser
incrementado al aumentar el nlimero 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 bioldgica 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 andlogos de maitansinol
modificados en el anillo aromatico o en otras posiciones de la molécula de

maitansinol, como varios ésteres de maitansinol.
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Existen muchos grupos de unién conocidos en el arte p bricar
conjugados anticuerpo-maitansinoide, incluyendo, por ejemplo, aquellos
divulgados en la Patente de Estados Unidos No. 5,208,020 o en Patente EP 0
425235 Bl y Chari y colaboradores, Cancer Research 52: 127-131 (1992).
Los grupos de union incluyen grupos disulfido, grupos tioéter, grupos 4cido
labiles, grupos fotoldbiles, grupos ldbiles 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 (como
glitaraldehido), 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 flior (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 unién 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 reaccién puede ocurrir en
la posicién C-3 con un grupo hidroxilo, modificar la posiciéon C-14 con
hidroximetilo, modificar la posicién C-15 con un grupo hidroxilo y la posicion
C-20 teniendo un grupo hidroxilo. En una incorporacién preferida, la union se
forma en la posicién C-3 de maitansino! o un anélogo de maitansinol.
Calicheamicina

Otro inmunoconjugado de interés comprende un anticuerpo conjugado

con una o varias moléculas de calicheamicina. La familia de antibidticos
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calicheamicina es capaz de producir rupturas de ADN de dobl& hebra a
concentraciones sub-picomolares. Para la preparacion 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, v,' , az' , a3' , N-acetil-yl, PSAG y 0'1 (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 firmaco 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 accién y no cruzan facilmente la
membrana del plasma. Por lo tanto, la absorcion celular de estos agentes
mediante la internalizacién mediada por el anticuerpo aumenta
significativamente sus efectos citotdxicos.

Otros agentes citotdxicos

Otros agentes antitumorales que se pueden conjugar con los anticuerpos
de la invencién incluyen BCNU, estreptozoicina, vincristina y S-fluorouracil,
la familia de agentes conocidos conjuntamente como el complejo LL- E33288
descrito en las Patentes de Estados Unidos 5,053,394, 5,770,710, al igual que
las esperamicinas (Patente de Estados Unidos 5,877,296).

Las toxinas enziméticamente 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 Phyrolaca
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 adem4s un inmunoconjugado formado

entre un anticuerpo y un compuesto con actividad nucleolitica (por ejemplo,
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una ribonucleasa -o un ADN endonucleasa como una deoxiriﬂ&a;
DNasa).

" * Para la destruccion selectiva del tumor, el anticuerpo puede comprender
un dtomo altamente radioactivo. Una variedad de is6topos radioactivos esti
disponible para la produccién de anticuerpos radioconjugados. Ejemplos
incluyen AN 113 1B y% Rel% Re!®® Sm'®, Bi*"?, p%, Pb?? e isotopos
radioactivos de Lu. Cuando se utiliza el conjugado para la deteccién, puede
comprender un 4tomo radioactivo para estudios gammagréficos, por ejemplo
tc®™ o I'®, 0 un marcador giratorio para imagenes de resonancia magnética
nuclear (NMR) (también conocido como imégenes de resonancia magnética,
mri), como iodina-123 de nuevo, iodina-131, indium-111, flGor-19, carbono-
13, nitrégeno-15, 6xigeno—l7, 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 aminoécidos
utilizando unos precursores de aminoacidos apropiados comprendiendo, por
ejemplo, flior- 19 en lugar de hidrégeno. Los marcadores como tc™ o '3,
Re'® | Re 8eIn' 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 método 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 conjugados del anticuerpo y del agente citotéxico 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
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puede preparar una inmunotoxina de ricina como se describe en Nitetta y
col_aboradores, 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 radionucledtido al
anticuerpo. Consultar W094/11026. El enlazante puede ser un “enlazante de
segmentacion” que facilita la liberacion del farmaco citotoxico en la célula.
Por ejemplo, se puede utilizar un enlazante dcido 14bil, un enlazante sensible a
la peptidasa, un enlazante fotoldbil, 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 invencién 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 co.n 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). El! ADC de Férmula I se puede
preparar a través de diferentes formas, empleando reacciones quimicas
orgénicas, bajo condiciones y con reactivos conocidos por aquellos con
destreza en el arte: (1) la reacciéon 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 reaccion con una fraccion del firmaco 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 I

126



WO 2006/015371 PCT/US2005/027626

- . 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
hidréxilo del aziicar 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 hélidos; (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 cistefna. Los anticuerpos se pueden hacer
reactivos para la conjugacién con reactivos enlazantes mediante el tratamiento
con un agente reductor como DTT (ditiotreitol). Por lo tanto, cada puente de
cisteina forma, tedricamente, dos nucledfilos tiol reactivos. Se pueden
introducir unos grupos nucleofilicos adicionales en los anticuerpos mediante
la reaccidn de las lisinas con 2-iminotiolano (reactivo de Traut) resultando en
la conversion de una amina a un tiol.

Los conjugados anticuerpo firmaco de la invencion también se pueden
producir mediante la modificacién del anticuerpo para introducir unas
fracciones electrofilicas, que pueden reaccionar con radicales nucleofilicos en
el reactivo o firmaco enlazante. Los aziicares 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 union estable, o se pueden reducir, por
ejemplo por reactivos borohidruro para formar unas uniones amina estables.
En una incorporacién, la reaccion 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 formaco (Hermanson,
Bioconjugate Techniques). En otra incorporacion, las proteinas conteniendo

residuos serina o treonina N-terminal pueden reaccionar con sodio meta-
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periodato, resultando en la produccién de un aldehido en lugar deﬁ‘
aminoacido (Geoghegan & Stroh, (1992) Bioconjugate Chem. 3:138-146; US
5362852). Dicho aldehido se puede hacer reaccionar con una fraccién de
farmaco o con el nucledfilo enlazante.

De igual manera, los grupos nucleofilicos en una fraccion 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 dcido halidos; (ii) alquilo y
bencilo hdlidos tomo haloacetamidas; (iii) grupos aldehidos, cetonas,
carboxilos y maleimida.

... Alternativamente, se puede hacer una proteina de fusién que comprende
el anticuerpo y un agente citotoxico, 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 o separadas por una regién que
codifican una peptida enlazante que no destruye las propiedades deseadas del
conjugado.

En afn otra incorporacién, 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 eliminacién del conjugado sin fijer de la circulacion utilizando
un agente de depuracién y luego se administra un “ligando™ (por ejemplo,
avidi-na) que se conjuga con un agente citotdxico (por ejemplo, un
radionucleétido).

Derivados de anticuerpo

Los anticuerpos de la presente invencién se pueden modificar ain mas
para contener unas fracciones no proteindceas adicionales conocidas en el arte
y facilmente disponibles. Preferiblemente, las fracciones apropiadas para la
derivatizacién 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,
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cm:boximetilcelulosa, dextrano, polivinil alcohol, polivinil pirrolidona, poli-1,
3-di'<.)xolano, poli-1,3,6-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 Oxido/etil éxido, 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 tener
cualquier peso molecular y puede ser ramificado o no ramificado. El niimero
de polimeros adheridos al anticuerpo puede variar y si tiene mds de un
polimero adherido, pueden ser moléculas iguales o diferentes. En general, el
nimero y/o el tipo de polimeros empleado para la derivatizacion 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
invencidn estan preparadas para ser almacenadas, mezclando el anticuerpo con
el grado de pureza deseado con unos excipientes opcionales fisiologicamente
aceptables, excipientes o estabilizantes (Pharmaceutical Sciences de
Remington Ediciéﬁ 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 orgédnicos; antioxidantes incluyendo
dcido 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); protefnas como albiimina en suero, gelatina, o inmunoglobulinas;

polimeros hidrofilicos como polivinilpirrolidona; aminoédcidos como glicina,
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glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacéridos, zﬁdos
y otros carbohidratos incluyendo glucosa, mannosa, o dextrinas; agentes
quelantes como EDTA,; azlcares como sacarosa, mannitol, trehalosa o
sorbitol; contraiones que forman sales como sodio, complejos metales (por
ejemplo, complejos Zn-proteina); y/o surfactantes no ibnicos como
TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

La formulacion en la presente también puede contener mis de un
compuesto activo, segun sea necesario, para la indicacién particular que se
esta tratando, preferiblemente aquellos con actividades complementarias que
no tienen un efecto adverso entre si, Las citadas moléculas estdn
convenientemente presentes en cantidades efectivas para el fin que se busca.

. Los ingredientes activos también se pueden guardar en una
microcdpsula, preparada por ejemplo, por medio de unas técnicas de
coacervacion o mediante una polimerizacién interfacial, por ejemplo, un
microcdpsula de hidroximetilcelulosa o de gelatina y una microcépsula de
poli-(metilmetacilato) respectivamente en sistemas de administracién
coloidales para farmacos (por ejemplo, liposomas, microesferas de albimina,
microemulsiones, nano-particulas y nanocipsulas) 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 administraciéon in vivo
deben ser estériles. Esto se logra ficilmente mediante filtracién a través de
unas membranas de filtracion estériles.

" Se pueden preparar unas preparaciones de liberacién sostenida.
Ejemplos apropiados de preparaciones de liberacion sostenida incluyen
matrices semipermeables de polimeros sélidos hidrofébicos conteniendo la
inmunoglobulina de la invencién, matrices estas que tienen la forma de unos
articulos formados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas.” Ejemplos de
matrices de liberacion 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 yetil-L-
glutamato, etilen-vinil acetato no degradable, copolimeros degradables acido
lactico 4dcido glicolico como LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables
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comipuestas por copolimero édcido lactico 4cido glicélico y acetato leuprolida)
y poli-D-(- )-3-dcido hidroxibutirico. Aunque los polimeros como etilen-vinil
acetato y copolimero acido léctico dcido gliclico permiten la liberacién de
moléculas durante més de 100 dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas
durante un periodo de tiempo méds 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 exposicién 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 estabilizacién, dependiendo del mecanismo comprometido.
Por ejemplo, si se descubre que el mecanismo de union 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

Un anticuerpo de la presente invencion 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 ylo in vivo.
Adicionalmente, por lo menos algunos de los anticuerpos de la invencidn
pueden neutralizar la actividad del antigeno de otras especies. Por lo tanto, se
pueden utilizar los anticuerpos de la invencidn 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 invencion para
inhibir las actividades del antigeno 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.
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" - En una incorporacion, se puede utilizar un anticuerpo de la inyencjén en
un meétodo 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 invencién 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 més all4, 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 invencién a
un individuo humano con fines terapéuticos. 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 o como
un modelo animal de una enfermedad humana. Con respecto a esta tltima,
dichos modelos animales pueden ser ttiles para evaluar la eficacia terapéutica
de los anticuerpos de la invencion (por ejemplo, pruebas de dosis y periodos
de tiempo para administracién). Los anticuerpos de bloqueo de la invencion
que son terapéuticamente dtiles incluyen, por ejemplo pero no se limitan a,
factores de anticuerpos anti-HERZ2, anti-VEGF, anti-IgE, anti-CDI 1, anti-
interferon y anti-tejidos. Los anticuerpos de la invencion se pueden emplear
para tratar, inhibir, retrasar la progresion de, prevenir/retrasar la recurrencia
de, mejorar o prevenir enfermedades, desérdenes o condiciones asociadas con
la expresidn 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; desordenes neuronales, gliales,
astrocitales, hipotaldmicas y otros desdrdenes glandulares, macr6fagos,
epiteliales, estromales y blastocoélicos; y desérdenes inflamatorios,
inmunolégicos y otros desérdenes relacionados con la angiogénesis y
desérdenes inmunolégicos.

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
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antiéeno, y en esta forma inhibiendo la respectiva via de sefial y-6tros eventos
moleculares o celulares. La invencién 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 unidon del ligando. La
invencion también abarca los anticuerpos que preferiblemente o
exclusivamente se unen a complejos ligando-aceptor. Un anticuerpo de la
invencion 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 citotéxico 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 dcido
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
comibinacién con otras composiciones en una terapia. Por ejemplo, se puede
co-administrar un anticuerpo de la invencién con otro anticuerpo, agente(s)
quimioterapéutico(s) (incluyendo coicteles de quimioagentes terapéuticos),
otro(s) agente(s) citotoxico(s), agente(s) anti-angiogénico(s), citosina(s) y/o
agente(s) inhibidor(es) de crecimiento. Cuando un anticuerpo de la invencion
inhibe el crecimiento de un tumor, puede ser particularmente deseable
combinarlo con uno o varios agente(s) terapéutico(s) que también inhibe(n) el
crecimiento del tumor. Por ejemplo, se puede combinar un anticuerpo de la
invencién con un anticuerpo anti-VEGF (por ejemplo, AVASTIN) ylo
anticuerpos anti-ErbB (por ejemplo HERCEPTIN® anticuerpo anti-HER2) es

un esquema de tratamiento, por ejemplo al tratar cualquiera de las
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enfermedades descritas en la presente, incluyendo cancer colorrectal, cancer
metastitico de mama y céncer de rifion. Alternativamente, o adicionalmente,
el paciente puede recibir una terapia de radiacién combinada (por ejemplo
irradiacién de haz externo o terapia con un agente con marcacion radioactiva,
como un anticuerpo). Dichas terapias combinadas notadas arriba incluyen la
administracién combinada (cuando se incluyen dos 0 mas agentes en la misma
formulacién o en formulaciones separadas) y la administracion separada, en
cuyo caso, la administracién del anticuerpo de la invencion puede hacerse
antes y/o después de la administracion de la terapia o terapias
complementarias.

" - El anticuerpo de la invencion (y el agente terapéutico complementario)
se administran a través de cualquier medio apropiado, incluyendo parenteral,
subcuténeo, intraperitoneal, intrapulmonar e intranasal, y si se desea para el
tratamiento local, mediante administracion intralesional. Las infusiones
parenterales incluyen administracién intramuscular, intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal o subcutinea. Adicionalmente, el anticuerpo se administra
apropiadamente mediante infusién 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 © subcutédneas,
dependiendo en parte de si la administracién es breve o crénica.

La composicién del anticuerpo de la invencion sera formulada,
dosificada y administrada en una forma consistente con una buena préctica
médica. Los factores que se deben considerar en este contexto incluyen el
desorden particular que se estd tratando, el mamifero particular que se estd
tratando, la condicién clinica del paciente individual, la causa del desorden, el
sitio de administracién del agente, el método de administracion, la
programacién de la administracién 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 cuestion. La cantidad efectiva
de dichos otros agentes depende de la cantidad de anticuerpos de la invencién
presentes en la formulacién, 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 02 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 invencion (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 infusién continua. Una dosis diaria tipica puede
variar desde alrededor de 1 pg/kg hasta 100 mg/kg o més, dependiendo de los
factores citados arriba. Para una administracion repetida sobre un périodo de
varios dias o un periodo més largo, dependiendo de la condici6n, el
tratamiento se sostiene hasta alcanzar una supresion 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 combinacién de estas) se puede edministrar 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 Gtiles. Es facil
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monitorear el progreso de esta terapia mediante unas técnicas coivencionales
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 desérdenes 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 composicion,
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 tapon que se puede perforar con una aguja
de una jeringa hipodérmica). Por lo menos un agente activo en una
composicion es un anticuerpo de la invencién. La etiqueta o el inserto en el
paquete indican que una composicién se utiliza para tratar la condicion
escogida, como el cancer. Ademéds, el articulo de manufactura puede
comprender (2) un'primer envase con una composicion contenida en el mismo,
donde una composicién comprende un anticuerpo de la invencién; y (b) un
segundo envase con una composicién contenida en el mismo, donde una
composicién comprende otro agente citotéxico. El articulo de manufactura en
esta incorporacion de la invencion puede comprender ademés un inserto en el
paquete que indica las composiciones del primer y del segundo anticuerpo,
que se pueden emplear para tratar una condicién particular, por ejemplo
cdncer. Alternativamente, o adicionalmente, el articulo de manufactura puede
comprender adem4s un segundo (o tercer) envase que comprende una solucioén
amortiguadora farmacéuticamente aceptable, como agua bacterioestética para
inyeccion (BWFI), solucion salina amortiguada con fosfato, solucién de
Ringer y solucion 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.
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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 aminodcidos. Las
degeneraciones del ADN se representan mediante el codigo TUB (N =
A/C/G/T, D = A/G/T, V = A/C/G, B= C/G/T, H= A/C/T, K = G/T, M = A/C,
R =PIJG, S=G/C, W=PIT y=C/T).

La regién hipervariable directa se transplanta en el soporte
consensual humano aceptor — El fago empleado para este frabajo 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 sefial stiI
fusionada a los dominios VL y CHI de cadena liviana del aceptor y el
segﬁ.ﬁdo consiste en la secuencia de sefial stIl 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 colaboradores, supra.

Los dominios VL y VH de murino 5D5 (consultar hibridoma 5D5.11.6,
ATCC Depésito No. HB-11895, fecha de depdsito mayo 23, 1995) se
alinearon con el consenso humano kappa 1 (hulll) y los dominios VH del
consenso de subgrupo humano III (hulH). Para efectuar el transplante HVR,
se utiliz6 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 (muSDS5) se concibieron en el
soporte consensual humano aceptor para generar un transplante HVR- directo

de 5D5 (transplante SD5). En el dominio VL, las siguientes regiones se
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transplantaron en el consenso humano aceptor: posiciones 24-3?(/[,11: 50-56
(L2) y 89-97 (L3). En el dominio VH, se transplantaron las posiciones 26-35
(Hl), 49-65 (H2) y 95-102 (H3) (Figura 1).

Las variantes de transplante directo se generaron por la mutagénesis
Kunkel empleando un oligonucleétido separado para cada regién
hipervariable. Los clones correctos se evaluaron mediante un secuenciado de
ADN.

Aleatorizacion restringida de las regiomes hipervariables - Se
inti'b'dujo 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 mutacion del 50 por ciento en cada
posicion.

Los oligonu(':leétidos de aleatorizacion restringida siguieron el patrén de
la regién hipervariable de las secuencias murina y abarcaron las mismas
regiones definidas por los transplantes directos de region hipervariable. La
posicion del aminoécido al comienzo de H2 (posicion 49) en el dominio VH,
estaba limitada, en cuanto a diversidad de secuenciaa A, G, S o T por emplear
el codén RGC.

Generacidn de bibliotecas fago — Combinaciones de oligonucleotidos
seleccionados aleatoriamente para cada region hipervariable se fosforilaron
por separado en seis reacciones de 20 ul conteniendo 660 ng de
oligonucledtido, 50 mM Tris pH 7.5, 10 mM MgCl,, 1 mM ATP, 20 mM DTT
y 5 U polinucleétido cinasa durante 1 h a 37°C. Luego los seis conjuntos de
oligonucleétidos fosforilados se combinaron con 20 pg de molécula patrén
Kunkel en 50 mM Tris pH 7.5, 10 mM MgCl; en un volumen final de 500 pl
resultando en un oligonucleétido con una proporcion 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 oligonucledtido sin hibridar sobrante se extrajo con un
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estuche de purificacién QIAQUICK PCR (Qiagen estuche 28106)¢enzndo
un protocolo modificado para evitar una excesiva desnaturalizacién del ADN
hibridado. A los 500 pl de la mezcla hibridada se agregaron 150 pide PBy la
mezcla se dividié en dos columnas de silice. Después de lavar cada columna
con 750 pl de PE y de una agitacién adicional para secar las columnas, cada
columna se levigd-con 110 pl de 10 mM Tris, | mM EDTA, pH 8. Luego la
molécula patrén hibridada y limpia (220 pl) se compiet6 al agregar 1 pl
100mM ATP, 10 ul 25mM dNTPs (25mM cada uno de dATP, dCTP, dGTP y
dTTP), 15 pl 100mM DTT, 25 pl 10X TM solucién 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 analizd en Tris-Acetato-EDTA/geles de
agarosa (Sidhu y colaboradores, Methods in Enzvmology 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.\Ir'eces 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 ia secuencia de tipo natural.

Luego el producto completado se limpié y se sometio a electroporado
en células SS320 y se propagé en presencia de fago cooperador M13/KO7
como lo describen Sidhu y colaboradores, Methods in Enzymology 328:333-
363 (2000). Los tamafios 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 gener6 y se utilizé como
una fusién Fc (HGFR- Fc) (Mark y colaboradores, J. Biol. Chem. (1992),
267:26166-26171). Se aplico una capa de HGFR-Fc¢ a unas placas de
microtitulo de MaxiSorp (Nunc) a 5 pg/ml en PBS. Para la primera ronda de
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seleccion, se emplearon 8 pozos objetivo; se empled un solo pozd 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 union 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
me_di_ante la incubacion 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 37C en 2YT, 50 pg/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 maduracién de afinidad, las bibliotecas fago se clasificaron
mediante una solucién de método de clasificacién. Se biotinil6 HFGR-Fc al
mezclar 500 pl de 3.6 mg/ml HGFR-Fc en PBS y 10 ul de 1 M fosfato de
potasio, pH 8 con 20 pl 4 mM Sulfo-NHS-LC-biotina (Pierce). El HGFR-Fc
biotinilado (b-HGFR- Fc¢) se purificd utilizando una columna NAPS
(Ar_nersham Biosciences) en PBS. Los pozos de microtitulos se recubrieron
con“lo pg/ml neutravidina en PBS durante la noche a 4C y luego se
bloquearon durante 1 h empleando Casein Blocker (Pierce). En la primera
ronda de paneo, se mezcld 200 pl 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
KCl durante 45 m, se neutralizaron y se propagaron en celdas azules XLI
(Stratagene) en presencia de KO7 fago cooperador (New England Biolabs).
Las rondas posteriores de clasificacion 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
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afiadié 780 nM HGFR-Fc sin biotinilar a la mezcla durante lme la
captura en neutravidina.

Fago ELISA — Placas de microtitulos MaxiSorp se recubrieron con
HGFR-Fc humano a 5 pg/ml en PBS durante la noche y luego se bloquearon
con Casein Blocker. Los fagos de los supernadantes del cultivo se incubaron
con HGFR-Fc 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 lavé con PBST y se afiadi6
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
desarrollé agregando sustrato de tetrametilbencidina (Kirkegaard and Perry
Laboratories, Gaithersburg, MD). La absorbencia a 405 nm se grafic6 como
una funcién de la concentracién objetivo en la solucién para determinar un
ICs;. Esto se utilizd como un estimado de afinidad para el clon Fab
representado en la superficie del fago.

Produccion Fab y determinacidn de la afinidad— Para expresar la
i)mteina 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 APS 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 purific6 el Fab
mediante una croniatograﬁa de afinidad a la Proteina G.

Las determinaciones de afinidad se efectuaron mediante la resonancia
por plasmén de superficie empleando un BIAcore™- 2000. Se inmovilizo 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 inyeccién la fraccion se regenerd empleando 100 mM HCIl. La
respuesta de unién se corrigio al restar la RU de una celda de flujo en blanco.
Se utilizé un modelo Languir 1 : 1 para el ajuste simultineo de L, y kox para el

analisis cinético.
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Andlisis de electro- quimioluminiscencia para OASD ueo de
FCH I union cMet

Se biotinil6 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 marco FCH humano
purificado de 2 cadenas producido en Genentech con BV-TAG (cat # 110034)
a través de quimica NHS-éster de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(BioVeris International, Gaithersburg, MD). Se incubé cMet-Ig-biotina (500
ng/mL), HGF-marcador rutenio (250 ng/mL) y titulaciones de anticuerpo
OAS5DS variando de 3333-0.21 nM de anticuerpo en un volumen de 100 ul de
diluyentes de anilisis: 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 ailadieron globulos
magnéticos de estreptavidina (Dynabeads, BioVeris). " Después de una
incubacion final de 45 min con agitacién vigorosa, las placas se leyeron
empleando un instrumento BioVeris M-Series (BioVeris Inten:national,
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 Island, NY]
conteniendo 10% suero fetal bovino (FBS, Sigma, St. Louis, MO). Para
preparar las células para el anélisis, 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
incubacién 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
fosforilacién cMet, la molécula se diluyé en serie de 200 a 0.19 nM en el
medio + 0.1% FBS y se agreg6 a las placas de andlisis. Después de una
incubaci6on de 15 min a 37°C, se afiadié FCH (50 ng/ml). Luego las placas se

incubaron durante 10 minutos mis a 37°C, el medio se extrajo y se agrego una
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solucién amortiguadora para la lisis de las células (Cel
Technologies, Cat # 9803, Beverly, MA; complementado con un cdctel 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 andlisis de electroquimioluminescencia empleando un
instrumento BioVeris M- 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 4Gl0 y el mAB anti-c-Met biotinilado se
diluyeron en solucion amortiguadora de analisis (PBS / 0.5% Tween-20 /
0.5% BSA) y se agregaron como un coctel a los productos lisados de la célula.
Después de una incubacion de 1.5 - 2 hr a temperatura ambiente con agitacion
vigorosa, se agregaron glébulos magnéticos de estreptavidina (Dynabeads,
BioVeris). Después de una incubacion final de 45 min, las placas se leyeron
en el instrumento BioVeris.

Cultivo de células y andlisis de proliferacion

BaF3 es una cé€lula linfoide murina 1L-3 dependiente que normalmente
no expresa la cMet y no responde al FCH. Sin embargo, en BaF3-hMet
derivado mediante la transinfeccién 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 proliferacion 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 pl/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 cuantific6 el nimero 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 maés 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-
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glutamina. El medio de anilisis fue RPMI 1640 mds 0.1%, 0.5% BSA, o 10%
FBS respectivamente. El andlisis se realiz6 como se describi6 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 cambio a RPMI 1640 conteniendo 0.5%
BSA, antes de agregar las combinaciones de, con o sin InM FCH o anticuerpo
OASDS competidor.v2. Después de 10 min a 37°C, se extrajo el medio y las
células se sometieron a lisis empleando una solucion amortiguadora de lisis
(150 mM NaCl, 1.5 mM MgC12, 1% Triton X-100, Ix céctel de inhibidor de
proteasa, 1X céctel inhibidor de fosfamidatasa (Sigma, St. Louis, MO)).
Después de centrifugado, el supernadante del producto sometido a lisis se
incubé con el anticuerpo policlonal anti-cMet IgG (c-28; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) se unid a la proteina G-Sefarosa durante 1
hora a 4 °C. Los inmunocomplejos se lavaron y se hirvieron a una solucién
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
Bit-)féchnology, Waltham, MA) seguido por conjugado HRP-cabra anti-rat6n
Fab (1:10,000; Jackson Labs, West Grove, PA) y en el caso de la cMet total,
empleando el anticuerpo c-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 deteccion quimioluminiscente.

Estudio xenoinjerto de tumor

Unos ratones atimicos hembra se inocularon subcutdneamente con 5
millones de células de carcinoma pancredtico KP4. Cuando los tumores

alcanzaron 150-200 mm’, los ratones se distribuyeron en 2 grupos de 10. Se
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inyectd el grupo 1 en forma IP con un excipiente dos veces porlftmana. Se
inféété el grupo 2 en forma IP con OA5D5.v2, 30 mg/kg, dos veces por
semana. El tamafio del tumor se midié dos veces por semana. Los ratones se
sacrificaron cuando el volumen del tumor sobrepaso dos veces el volumen del
tumor de partida, o si el tumor se ulcerd.

Resultados y discusién

Humanizacion de 5D5 - El soporte humano aceptor empleado para la
humanizacién de 5D5 comprende el dominio VL de consenso humano kappa I
y una variante del dominio VH de consenso subgrupo III. El dominio VH
tiene 3 cambios c_ie los consensos humanos: R71A, N73T y L78A. Lo's
dominios VL. y VH para el murino 5DS se alinearon con los dominios
humanos kappa 1 y subgrupo HI; cada HVR se identificé y luego se injert6 en
el soporte humano aceptor para generar un injerto 5D5 que se podia
representar como un Fab en fago. Cuando se hicieron las pruebas del fago
mostrando el injerto 5D5 para ver la union HGFR-Fc inmobilizado, no se
observo ninguna union.

Se generd una biblioteca donde las regiones HVR del injerto 5D5 se
seleccionaron mediante aleatorizacion restringida. Esta biblioteca se pane6
contra HGFR-Fc inmobilizado durante 4 rondas de seleccidn. Se escogieron
los clones para el andlisis de la secuencia de ADN y se observo que solamente
se habia seleccionado un solo clon. Este clon tenia un solo cambio en el
dominio VH en la .posicién 94 (R948S) justo afuera de la regién buscada como
el HVR-H3 objetivo para la mutagénesis. El andlisis de este clon mediante
fago-ELISA indicé que tenia una afinidad similar & 1a de la afinidad de murino .
5D5 monovalente. Cuando se expresd6 como un Fab y se ensayé mediante
Biacore, se determiné que Kd era 9.8 nM comparado con 8.3 nM para la
afinidad de murino 5D5 monovalente. Por lo tanto, esta sustitucién
inesperada restaura la afinidad de unién completa al injerto 5D5 y el injerto
5D5 més R94S (hu5D5.vl) representan un anticuerpo totalmente humanizado.
Es interesante notar que un aminoacido homélogo, la treonina, se encuentra en
esta posicion 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
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encontraron que las posiciones 93 y 94 de la cadena pesada 6n parte de la
region de contacto, por lo tanto parece razonable incluir estas posiciones en la
definicién de region hipervariable de H3 (HVR-H3) cuando se humanizan los
anticuerpos.

Maduracidn de afinidad de hu5D5.vli — Para mejorar la afinidad de
hu5D5.v], se generaron 6 bibliotecas de muestrario de fagos en el entorno de
huSD5.vl, cada uno fijando como objetivo un solo HVR para una
aleatorizacion restringida. Para evitar volver a seleccionar huSD5.vl de un
patron de moléculas naturales potenciales de entorno alto, se introdujeron
unos codones de parada en el HVR que se iba & mutar antes de generar cada
biblioteca. Se empled una solucidén de método de clasificacién para aumentar
el proceso de seleccién del fago basado en afinidad. Al manipular la
concentracién 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 hdbil. 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
nimero de clones en cada biblioteca con una afinidad razonablemente alta
para HGFR-Fc. El rigor de seleccion (consultar Métodos arriba) se aumento
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
seleccién, 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 hu5SD5.vl; sin embargo, se observaron nuevas
secuencias en las bibliotecas que fijaron como objetivo HVR-L2, HVR-HI,
HVR-H2 y HVR- H3 (Figura 2). El conjunto de bibliotecas compuesto por la
combinacién de las 6 bibliotecas estaba dominado por secuencias de la
biblioteca HVR-H3 sugiriendo que estas secuencias disponifan la altima
mejora en afinidad pera 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 tenan afinidades mejoradas comparadas
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con hu5D5.vl o la afinidad del murino 5D5 monovalente (M Estos

clones tenian bien sea S/T en la posicién 94, o R/S en la posicién 96 y T/S en
la posicion 100 y P/S/A en la posicion 100a. El mejor clon, el clon 78
(huSD5.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 adicién de 2 cambios en HVYR-H3 conducen a un
anticuerpo 5DS totalmente humano, con una afinidad de union 13 veces
mejorada para HGFR. Adicionalmente, se ha determinado que los
anticuerpos humanizados seleccionados descritos en la presente tienen por lo
menos una actividad biologica comparable a la del anticuerpo progenitor SD5,
por ejemplo en el andlisis de fosforilacién del aceptor, etc. (no se muestran los
datos).

Caracterizacidn de un anticuerpo de la invencion - 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 invencién. 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 fusiono 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:

(1) En un anélisis para verificar la estabilidad de OA-5D5.v2 para
bloquear la unién del FCH a su aceptor, QA-5D5.v2 tuvo la
capacidad de bloquear la union de FCH a su aceptor por lo
menos al igual que dos anticuerpos de comparacion — a saber
un anticuerpo quimérico de un brazo (que comprendia un
brazo Fab del anticuerpo murino progenitor SD5 (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
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del anticuerpo de alrededor de 3333 a 0.21 ; bajo
condiciones como se describe en la seccién de Materiales y
Meétodos arriba, se encontrdé 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- 5DS5.vl. Notablemente, OA-5D5.v] bloqueé con
un mejor IC50 que el anticuerpo quimérico de referencia.
Consultar Figura 8.

En un andlisis para verificar la estabilidad de OA-5D5.v2 para
inhibir la activacion del FCH aceptor, OA- 5D5.v2 tuvo la
capacidad de inhibir la activacién 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-5DS5.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 QA-5D5.vl. Consultar Fig. 9.

También se hicieron pruebas con OA-5DS5.v2 para ver la
unidén entre especies humana, primate (mono de Java), canina
y murina (ratén). Se encontr6 que QA-5D5.V2 se unid
especificamente al aceptor humano y primate (mono
cynomolguls) FCH aceptor, pero no canino ni murino (raton),
(no se muestran los datos.)

Se efectuaron pruebas con OA-5D5.v2 para conocer su
habilidad para inhibir la proliferacién celular en presencia de
HGF. Como se muestra en la Figura 10, OA-5D5.v2 inhibi6
la proliferacién celular por lo menos de la misma manera que
su contraparte, el anticuerpo quimérico y OA-5D5.vl (como se
describe en (1) arriba). Cuando se efectuaron pruebas en un
rarigo de concentracién del anticuerpo de alrededor de 0.01 a

100 nM, bajo las condiciones descritas en la seccién
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Materiales y métodos arriba, se encontré que el 0%4%:5;
del

tenia un valor IC50 que era menor a alrededor de la mi

de un anticuerpo comparador como el anticuerpo quimérico
de un brezo y OA-5DS5.vl. Consultar Fig. 10. Se confirmé6 la
union especifica del OA-5D5.v2 a las células Met-
transinfectadas mediante el anilisis FACs. (No se muestran
los datos)

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.
11AyB.

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 céncer pancreédtico (KP4). Los
resultados de este estudio de eficacia mostraron que el
anticuerpo QA-5D5.v2 tenia la capacidad de inhibir y causar
la regresién 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.

LISTA PARCIAL DE REFERENCIAS

Angeloni, D., Danilkovitch-Miagkova, A., Miagkov, A., Leonard, E. J. y
Lerman, M. 1. (2003). The soluble sema domain of the Ron aceptor
inhitsMSP-induced aceptor activation. J Biol Chem.

Antipenko, A.,

Himanen, J. P., van Leyen, K., Nardi-Dei, V., Lesniak, J.,

Barton, W. A.,, Ra__iashankar, K. R., Lu, M., Hoemme, C, Puschel, A. W. and
Nikolov, D. B. (2003). Structure of the semaphorin- 3A receptor binding
module. Neuron 39, 589-598.

149



WO 2006/015371 PCT/US2005/027626

Bardelli, A., Longati, P., Gramaglia, D., Stella, M. C and Comoglio, P.
(1997). Gabl coupling to the HGF/Met receptor multifunctional docking site
requires la binding of Grb2 and correlates with the transforming potential.
Oncogene /5,3103-3111.

Bertotti, A. and Comoglio, P. M. (2003). Tyrosine kinase signal specificity:
lessons from the FCH receptor. Trends Biochem Sci 28, 527-533.

Bladt, F., Riethmacher, D., Isenmann, S., Aguzzi, A. and Birchmeier, C.
(1995). Essential role for the c-met receptor in the migration of myogenic
precursor cells into the limb bud. Nature 376, 768-771.

Blechman, J. M,, Lev, S., Barg, J., Eisenstein, M., Vaks, B., Vogel, Z., Givol,
D. and Yarden, Y. (1995). The fourth immunoglobuline domain of the stem
cell factor receptor couples ligand binding to signal transduction. Cell 80, 103-
113.

Boix, L., Rosa, J. L., Ventura, F., Castells, A., Bruix, J., Rodes, J. and
Bartrons, R. (1994). c-met mARN overexpression in human hepatocelutlar
carcinoma. Hepatology /9, 88-91.

Bottaro, D. P., Rubin, J. S., Faletto, D. L., Chan, A. M., Kmiecik, T. E., Vande
Woude, G. F. and Aaronson, S. A. (1991). Identification of the hepatocyte

growth factor receptor as the c-met proto-oncogene product. Science 251/, 802-
804.

Bussolino, F., Di Renzo, M. F., Ziche, M., Bocchietto, E., Olivero, M.,
Naldini, L., Gaudino, G., Tamagnone, L., Coffer, A. and Comoglio, P. M.
(1992). The hepatocyte growth factor is a potent angiogenic factor which
stimulates endothelial cell motility and growth. J Cell Biol /79, 629-641.

150

247



WO 2006/015371 PCT/US2005/027626 /

Coltella, N., Manara, M. C, Cerisano, V., Trusolino, L., Di Ren%

Scotlandi, K., and Ferracini, R. (2003). Role of the MET/HGF receptor in
proliferation and invasive behavior of osteosarcoma. Faseb J /7, 1162-1164.

Cooper, C. S., Park, M., Blair, D. G., Tainsky, M. A., Huebner, K., Croce, C.
M., and Vande Woude, G. F. (1984). Molecular cloning of a new transforming
gene from a chemically transformed human cell line. Nature 3717, 29-33.

Di Renzo, M. F., Olivero, M., Giacomini, A., Porte, H., Chastre, E., Mirossay,
L., Nordlinger, B., Bretti, S., Bottardi, S., Giordano, S., and et al. (1995).
Overexpression and amplification of the met/HGF receptor gene during the

progression of colorectal cancer. Clin Cancer Res /, 147-154.

Ferguson, K. M., Berger, M. B., Mendrola, J. M., Cho, H. 8., Leahy, D. J., and
Lemmon, M. A. (2003). EGF activates its receptor by removing interactions
that autoinhibit ectodomain dimerization. Mol Cell 11, 507-517.

Furge, K. A, Zhang, Y. W., and Vande Woude, G. F. (2000). Met receptor
tyrosine kinase: enhanced signaling through adapter proteins. Oncogene 19,
5582-5589.

Garrett, T. P., McKemn, N. M., Lou, M., Elleman, T. C, Adams, T. E.,
Lovrecz, G. O., Zhu, H. J., Walker, F., Frenkel, M. ]., Hoyne, P. A,, et al.
(2002). Crystal structure of a truncated epidermal growth factor receptor
extracellular domain bound to transforming growth factor alpha. Cell /70,
763- 773.

Gherardi, E., Youles, M. E., Miguel, R. N,, Blundell, T. L., lamele, L., Gough,
J., Bandyopadhyay, A., Hartmann, G., and Butler, P. J. (2003). Functional
map and domain structure of MET, the product of the c-met protooncogene
and receptor for hepatocyte growth factor/scatter factor. Proc Natl Acad Sci U
S A,

151



WO 2006/015371 PCT/US2005/027626 }\‘\,9

Giancotti, F. G., and Ruoslahti, E. (1999). Integrin signaling. Sciehce (2835,
1028-1032.

Giordano, S., Corso, S., Conrotto, P., Artigiani, S., Gilestro, G., Barberis, D.,
Tamagnone, L., and Comoglio, P. M. (2002). The semaphorin 4D receptor
controls invasive growth by coupling with Met. Nat Cell Biol 4, 720-724.

Giordano, S., Di Renzo, M. F., Narsimhan, R. P., Cooper, C. S., Rosa, C, and
Comoglio, P. M. (1989). Biosynthesis of the protein encoded by the c-met
proto-oncogene. Oncogene 4, 1383-1388.

Gior_'dano, S., Maffe, A., Williams, T. A., Artigiani, S., Gual, P., Bardelli, A.,
Basilico, C, Michieli, P., and Comoglio, P. M. (2000). Different point
mutations in the met oncogene elicit distinct biological properties. Faseb J 74,
399-406

Hamanoue, M., Takemoto, N., Matsumoto, K., Nakamura, T., Nakajima, K.,
and Kohsaka, S. (1996). Neurotrophic effect of hepatocyte growth factor on

central nervous system neurons in vitro. ] Neurosci Res 43, 554-564.

Hartmann, G., Weidner, K. M., Schwarz, H., and Birchmeier, W. (1994). The
mo.t.i'lity signal of scatter factor/hepatocyte growth factor mediated through the
receptor tyrosine kinase met requires intracellular action of Ras. J Biol Chem
269, 21936-21939.

Jeffers, M., Rong, S., and Vande Woude, G. F. (1996). Enhanced
tumorigenicity and invasion- metastasis by hepatocyte growth factor/scatter
factor-met signalling in human cells concomitant with induction of the
urokinase proteolysis network. Mol Cell Biol /6, 1115-1125.

Jeffers, M., Schmidt, L., Nakaigawa, N., Webb, C. P., Weirich, G., Kishida,
T., Zbar, B., and Vande Woude, G. F. (1997). Activating mutations for the

152



WO0-2006/015371 PCT/US2005/027626

met tyrosine kinase receptor in human cancer. Proc Natl Acad Sci U S A 94,
11445-11450.

Jin, L., Fuchs, A., Schnitt, S. J., Yao, Y., Joseph, A., Lamszus, K., Park, M.,
Goldberg, 1. D., and Rosen, E. M. (1997). Expression of scatter factor and c-

met receptor in benign and malignant breast tissue. Cancer 79, 749-760.

Kuniyasu, H., Yas;ui, W., Yokozaki, H., Kitadai, Y., and Tahara, E. (1993).
Aberrant expression of c- met mRNA in human gastric carcinomas. Int J
Cancer 53, 72-75.

Lev, S., Yarden, Y., and Givol, D. (1992). A recombinant ectodomain of the
receptor for the stem cell factor (SCF) retains ligand-induced receptor

dimerization and antagonizes SCF-stimulated cellular responses. J Biol Chem
267, 10866-10873.

Liu, C, Park, M., and Tsao, M. S. (1992). Overexpression of c-met proto-
oncogene but not epidermal growth factor receptor or c-erbB-2 in primary

human colorectal carcinomas. Oncogene 7, 181-185.

Lokker, N. A., Mark, M. R,, Luis, E. A., Bennett, G. L., Robbins, K. A,
Baker, J. B., and Godowski, P. J. (1992). Structure-function analysis of
hepatocyte growth factor: identification of variants that lack mitogenic activity
yet retain high affinity receptor binding. Embo J 7/, 2503-2510.

Lorenzato, A., Olivero, M., Patane, S., Rosso, E., Oliaro, A., Comoglio, P. M.,
and Di Renzo, M. F. (2002). Novel somatic mutations of the MET oncogene
in human carcinoma metastases activating cell motility and invasion. Cancer
Res 62, 7025-7030.

Love, C. A., Harlos, K., Mavaddat, N., Davis, S. J., Stuart, D. I, Jones, E. Y.,
and Esnouf, R. M. (2003). The ligand-binding face of the semaphorins

153

e



b

WO 2006/015371 PCT/US2005/027626 { uY

revealed by the high-resolution crystal structure of SEMA4D. Nat Struct Biol
10, 843-848.

Maina, F., Casagranda, F., Audero, E., Simeone, A., Comoglio, P. M., Klein,
R., and Ponzetto, C. (1996). Uncoupling of Grb2 from the Met receptor in

vivo reveals complex roles in muscle development. Cell 87, 531-542.

Matsumoto, K., and Nakamura, T. (1993). Roles of HGF as a pleiotropic
factor in organ regeneration. Exs 63, 225-249,

Maulik, G., Shrikhande, A., Kijima, T., Ma, P. C, Morrison, P. T., and Salgia,
R. (2002). Role of the hepatocyte growth factor receptor, c-Met, in
oncogenesis and potential for therapeutic inhibition. Cytokine Growth Factor
Rev 13, 41-59.

Meiners, S., Brinkmann, V., Naundorf, H., and Birchmeier, W. (1998). Role
of morphogenetic factors in metastasis of mammary carcinoma cells.
Oncogene /6, 9-20.

Morello, S., Olivero, M., Aimetti, M., Bernardi, M., Berrone, S., Di Renzo, M.
F., and Giordano, S. (2001). MET receptor is overexpressed but not mutated
in oral squamous cell carcinomas. J Cell Physiol /89, 285-290.

Naka, D., Ishii, T., Yoshiyama, Y., Miyazawa, K., Hara, H., Hishida, T., and
Kidamura, N. (1992). Activation of hepatocyte growth factor by proteolytic
conversion of a single chain form to a heterodimer. J Biol Chem 267, 20114-
20119.

Naldini, L., Weidner, K. M., Vigna, E., Gaudino, G., Bardelli, A., Ponzetto, C,
Narsimhan, R. P., .Hartmann, G., Zarnegar, R., Michalopoulos, G. K., and et
al. (1991). Scatter factor and hepatocyte growth factor are indistinguishable
ligands for the MET receptor. Embo J /0, 2867-2878.

154



WO 2006/015371 PCT/US2005/027626

Natali, P. G., Prat, M,, Nicotra, M. R., Bigotti, A., Olivero, M., Comogli
M., and Di Renzo, M. F. (1996). Overexpression of the met/HGF receptor in

renal cell carcinomas. Int J Cancer 69, 212-217.

Nguyen, L., Holgado-Madruga, M., Maroun, C, Fixman, E. D., Kamikura, D.,
Fournier, T., Charest, A., Tremblay, M. L., Wong, A. J., and Park, M. (1997).
Association of thé multisubstrate docking protein Gabl with the hepatocyte
growth factor receptor requires a functional Grb2 binding site involving
tyrosine 1356. J Biol Chem 272, 20811-20819.

Nusrat, A., Parkos, C. A., Bacarra, A. E., Godowski, P. J., Delp-Archer, C,
Rosen, E. M., and Madara, J. L. (1994). Hepatocyte growth factor/scatter
factor effects on epithelia. Regulation of intercellular junctions in transformed
and nontransformed cell lines, basolateral polarization of c-met receptor in
transformed and natural intestinal epithelia, and induction of rapid wound
repair in a transformed model epithelium. J Clin Invest 93, 2056-2065.

Ogiso, H., Ishitani; R., Nureki, O., Fukai, S., Yamanaka, M., Kim, J. H., Saito,
K., Sakamoto, A., Inoue, M., Shirouzu, M., and Yokoyama, S. (2002). Crystal
structure of the complex of human epidermal growth factor and receptor
extr-e;cellular domains. Cell 110, 775-787.

Olivero, M., Rizzo, M., Madeddu, R., Casadio, C, Pennacchietti, S., Nicotra,
M. R, Prat, M., Maggi, G., Arena, N., Natali, P. G., et al. (1996).
Overexpression and activation of hepatocyte growth factor/scatter factor in

human non-small-cell lung carcinomas. Br J Cancer 74, 1862-1868.

Olivero, M., Valente, G., Bardelli, A., Longati, P., Ferrero, N., Cracco, C,
Terrone, C, Rocca- Rossetti, S., Comoglio, P. M., and Di Renzo, M. F. (1999).
Novel mutation in the ATP-binding site of the MET oncogene tyrosine kinase
in a HPRCC family. Int J] Cancer 82, 640-643.

155



WO 2006/015371 PCT/US2005/027626 ,bLﬂ

Orian-Rousseau, V., Chen, L., Sleeman, J. P., Herrlich, P., and P%ﬂ,(z.
(2002). CD44 is required for two consecutive steps in HGF/c-Met signaling.
Genes Dev /6, 3074-3086.

Park, M., Dean, M., Cooper, C. S., Schmidt, M., O'Brien, S. J., Blair, D. G.,
and Vande Woude, G. F. (1986). Mechanism of met oncogene activation. Cell
45, 895-904.

Peek, M., Moran, P., Mendoza, N., Wickramasinghe, D., and Kirchhofer, D.
(2002). Unusual proteolytic activation of pro-hepatocyte growth factor by
plasma kallikrein and coagulation factor XIa. J Biol Chem 277, 47804-47809.

Pelicci, G., Giordano, S., Zhen, Z., Salcini, A. E., Lanfrancone, L., Bardelli,
A., Panayotou, G., Waterfield, M. D., Ponzetto, C, Pelicci, P. G., and et al.
(1995). The motogenic and mitogenic responses to HGF are amplified by the
She adaptor protein. Oncogene 10, 1631-1638.

Plotnikov, A. N.,- Schlessinger, J., Hubbard, S. R., and Mohammadi, M.
(1999). Structural basis for FGF receptor dimerization and activation. Cell 98,
641-650.

Ponzetto, C, Bardelli, A., Zhen, Z., Maina, F., dalla Zonca, P., Giordano, S.,
Graziani, A., Panayotou, G., and Comoglio, P. M. (1994). A multifunctional
docking site mediates signaling and transformation by the hepatocyte growth
factor/scatter factor receptor family. Cell 77, 261-271.

Ponzetto, C, Zhen, Z., Audero, E., Maina, F., Bardelli, A., Basile, M. L.,
Giordano, S., Narsimhan, R., and Comoglio, P. (1996). Specific uncoupling of
GRB2 from the Met receptor. Diﬁ'erential' effects on transformation and
motility. J Biol Chem 27/, 14119-14123.

156



WO 2006/015371 PCT/US2005/027626 - $60
/

Robertson, S. C, Tynan, J. A., and Donoghue, D. J. (2000). RTK mutations
and human syndromeswhen good receptors turn bad. Trends Genet 76, 265-
271,

Royal, I, and Park, M. (1995). Hepatocyte growth factor-induced scatter of
Madin-Darby canine kidney cells requires phosphatidylinositol 3-kinase. J
Biol Chem 270, 27780-27787.

Schmidt, C, Bladt, F., Goedecke, S., Brinkmann, V., Zschiesche, W., Sharpe,
M., Gherardi, E., and Birchmeier, C. (1995). Scatter factor/hepatocyte growth
factor is essential for liver development. Nature 373, 699-702.

Schmidt, L., Dull, F. M., Chen, F., Kishida, T., Glenn, G., Choyke, P.,
Scherer, S. W., Zhuang, Z., Lubensky, L, Dean, M., etal. (1997). Germline
and somatic mutations in the tyrosine kinase domain of the MET proto-
oncogene in papillary renal carcinomas. Nat Genet /6, 68-73.

Schmidt, L., Junker, K., Nakaigawa, N., Kinjerski, T., Weirich, G., Miller, M.,
Lubensky, L, Neumann, H. P., Brauch, H., Decker, J., et al. (1999). Novel
mutations of the MET proto-oncogene in papillary renal carcinomas.
Oncogene /8, 2343-2350.

Suzuki, K., Hayashi, N., Yamada, Y., Yoshihara, H., Miyamoto, Y., Ito, Y.,
Ito, T., Katayama, K., Sasaki, Y., Ito, A., and et al. (1994). Expression of the
c-met protooncogene in human hepatocellular carcinoma. Hepatology 20,
1231-1236.

Tamagnone, L., Artigiani, S., Chen, H., He, Z., Ming, G. L, Song, H,,
Chedotal, A., Winberg, M. L., Goodman, C. S., Poo, M,, et al. (1999). Plexins
are a large family of receptors for transmembrane, secreted, and GPI-anchored
semaphorins in vertebrates. Cell 99, 71-80.

157



WO 2006/015371 PCT/US2005/027626

”
Tempest, P. R., Stratton, M. R., and Cooper, C. S. (1988). Structure oip met

protein and variation of met protein kinase activity among human tumour cell
lines. Br J Cancer 38, 3-7.

Trusolino, L., Bertotti, A., and Comoglio, P. M. (2001). A signaling adapter
function for alpha6beta4 integrin in the control of HGF-dependent invasive
growth. Cell 107, 643-654.

Uehara, Y., Minowa, O., Mori, C, Shiota, K., Kuno, J., Noda, T., and
Kitamura, N. (1995). Placental defect and embryonic lethality in mice lacking
hepatocyte growth factor/scatter factor. Nature 373, 702-705.

Van Vactor, D. V., and Lorenz, L. J. (1999). Neural development: The
semantics of axon guidance. Curr Biol 9, R201-204.

Weidner, K. M., Di Cesare, S., Sachs, M., Brinkmann, V., Behrens, J., and
Birchmeier, W. (1996). Interaction between Gabl and the c-Met receptor
tyrosine kinase is responsible for epithelial morphogenesis. Nature 384, 173-
176. Wiesmann, C, Fuh, G., Christinger, H. W., Eigenbrot, C, Wells, J. A,,
and de Vos, A. M. (1997). Crystal structure at 1.7 A resolution of VEGF in
complex with domain 2 of the FIt-I receptor. Cell 9/, 695-704.

Wiesmann, C, Ultsch, M. H., Bass, S. H., and de Vos, A. M. (1999). Crystal

structure of nerve growth factor in complex with the ligand-binding domain of
the TrkA receptor. Nature 40/, 184-188.

158

25\



WO 2006/015371 PCT/US2005/027626 61’
%

REIVINDICACIONES

1.  Un anticuerpo anti-c-met que comprende:
(a) por lo menos una secuencia HVR seleccionada entre el grupo
conformado por:
(i) HVR-L! que comprende la secuencia A1-A17, donde A1-A17
es KSSQSLLYTSSQKNYLA (SEQ ID No: 1)

(ii) HVR-L2 que comprende la secuencia B 1-B7, donde B 1-
B7 es WASTRES (SEQ ID No:2)

(ili) HVR-L3 que comprende la secuencia C1-C9, donde C1-C9
es QQYYAYPWT (SEQ ID No:3)

(iv) HVR-HI1 que comprende la secuencia D1-D10, donde D1-
D10 es GYTFTSYWLH (SEQ 1D No:4)

(v) HVR-H2 que comprende la secuencia E1-E18, donde El-
E18 es GMIDPSNSDTRFNPNFKD (SEQ ID No:5)

(vi) HVR-H3 que comprende la secuencia F1-F11, donde F1-
Fl1 es XYGSYVSPLDY (SEQID No:6)y XnoesR; y

(b) por lo menos una variante HVR, donde la variante HVR comprende
la modificacién de por lo menos un residuo de la secuencia representada en
SEQIDNo: 1,2,3,4,506.

2. El anticuerpo de la reivindicacién 1, donde F1 en una variante HVR-H3
esToS,F3esRoSyF7esT.
3. El anticuerpo de la reivindicacién 1, donde el anticuerpo es
" humanizado.
4.  El anticuerpo de la reivindicacién 1, donde por lo menos una porcion de

la secuencia de soporte es una secuencia de soporte humano consensual.
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5.  El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde la citada modiﬁcazﬂ

6. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde una variante HVR-L2
comprende 1-5 (1, 2, 3, 4 o 5) sustituciones en cualquier combinacién
de las siguientes posiciones: B1 (MoL),B2(P, T,Go S),B3(N,G,R
oT),B4(I,NoF),B5(P,,LL0oG),B6(A,D, ToV)yB7(R,],Mo
G).

7. ... El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde una variante HVR-HI
comprende 1-5 (1, 2, 3, 4 o 5) sustituciones en cualquier combinacién
de las siguientes posiciones: D3 (N, P,L, S, A, 1), D5 (], S 0 Y), D6 (G,
D, T,K,R),D7(F,H,R,S, ToV)yD9 (Mo V).

8. El anticuerpo de la reivindicacién 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 (I), EIO (I), E14 (T o0 Q), E15 (D,
K,S, ToV),EI6(L),El17(E,H,NoD)yEI8 (Y, E o H).

9. El anticuerpo de la reivindicaciéon 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

. ®RFEMTEKA,L W), FI(L,I, T,R, K, V), F8 (§, A), FIO (Y, N)
| yF11(Q,S,H,F).

10. El anticuerpo de la reivindicacién 1 que comprende un HVR-L1
teniendo la secuencia de SEQ ID No: 1.

11. El anticuerpo de la reivindicacion 1 que comprende un HVR-L3
teniendo la secuencia de SEQ ID No:3.

12. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde F1 en una variante HVR-H3

es T.

13. El anticuerpo de la reivindicacién 1, donde F3 en una variante HVR-H3

esRoS. -

14, El anticuerpo de la reivindicacioén 1, donde F7 en una variante HVR-H3

esT.

15.. " Un anticuerpo humanizado anti-c-met donde la afinidad del anticuerpo

una sustitucion, una insercién o una eliminacion.

monovalente a la c- met humana es sustancialmente igual a la afinidad

de un anticuerpo monovalente murino que comprende una secuencia
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variable de cadena liviana y de cadena pesada como se repres en la
Fig. 7 (SEQID No: 9 y 10).

16. 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 v.ariable de cadena liviana y de cadena pesada como se
representa en la Fig. 7 (SEQ ID No: 9y 10).

17. - El anticuerpo humanizado de la reivindicacién 15 o 16 donde el
anticuerpo murino es producido por una estirpe celular de hibridomas
depositadas bajo la Coleccion Americana de Cultivos de Tipo, Nimero
de Acceso ATCC con designacion HB-11894 (hibridoma 1A3.3.13) o
HB-11895 (hibridoma 5D5.11.6).

18. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 15-17 donde la
afinidad de unién se expresa como un valor Kd.

19. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 15-18 donde la
afinidad de union se mide por medio de Biacore o radioinmunoanalisis.

20. El anticuerpo de la reivindicacion 1 que comprende la secuencia de
soporte consensual humano K subgrupo 1.

21... El anticuerpo de la reivindicacion 1 que comprende la secuencia de
soporte consensual subgrupo humano III de cadena pesada.

22. El anticuerpo de la reivindicacién 21 donde la secuencia de soporte
comprende una sustitucién en la posicién 71, 73 y/o 78.

23. El anticuerpo de la reivindicacién 22 donde la citada sustitucién es R7
1A, N73T y/o N78A.

24, 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 enticuerpo 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

... (SEQID No: 9y 10).

25. El anticuerpo de la reivindicacién 24, donde el anticuerpo humanizado

inhibe la unién con un valor IC50 que es menos de la mitad del que

corresponde al anticuerpo quimérico.
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26. El anticuerpo de la reivindicacion 25, donde el IC50 se determifia eh un
rango de concentracién del anticuerpo desde alrededor de 0.01 nM a
alrededor de 1000 nM.

27. 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).

28. EIl anticuerpo de la reivindicacion 27, donde el anticuerpo humanizado
inhibe la activacion del receptor con un valor IC50 que es menos de la
mitad del que corresponde al anticuerpo quimérico.

29. El anticuerpo de la reivindicacion 28, donde el IC50 se determina en un
rango de concentracion del anticuerpo desde alrededor de 0.1 nM hasta
alrededor de 100 nM.

30. Un anticuerpo 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 1D No: 9 y 10).

31. El anticuerpo de la reivindicacion 30, donde el anticuerpo humanizado
inhibe la proliferacién celular con un valor IC50 que es menos de la
mitad del que corresponde al anticuerpo quimérico.

32. El anticuerpo de la reivindicacion 31, donde el IC50 se determina en un
rango de concentracion del anticuerpo desde alrededor de 0.01 nM hasta
alrededor de 100 nM.

33. El anticuerpo de las reivindicaciones anteriores, donde tanto el
anticuerpo "humanizado como el anticuetrpo  quimérico son
monovalentes.

34.-- El anticuerpo de las reivindicaciones anteriores, donde tanto el
anticuerpo humanizado como el anticuerpo quimérico comprenden una

sola region Fab unida a una region Fc.
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35. Un anticuerpo que comprende un dominio variable de cadena*
que comprende una secuencia HVR1-HC, HVR2-HC y/o HVR3-HC
representada en la Figura 13 (SEQ ID No: 191-193).

36. El anticuerpo de la reivindicaciéon 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).

37.-- El anticuerpo de la reivindicacin 35 o 36, donde el anticuerpo
comprende una secuencia CHI1 y/o Fc representada en la Figura 13
(SEQ ID No: 194 y/o 195).

38, Un anticuerpo que comprende un dominio variable de cadena liviana
que comprende una secuencia HVRI-LC, HVR2-LC y/o HVR3-LC
representada en la Figura 13 (SEQ ID No: 183-185).

39. 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).

40. El anticuerpo de la reivindicacién 38 o 39, donde el anticuerpo
comprende una secuencia CL1 representada en la Figura 13 (SEQ ID

- . No: 186).

4]1. 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.

42. El anticuerpo de la reivindicacion 41, donde el anticuerpo es
monovalente y comprende una region Fc.

43. El anticuerpo de la reivindicacién 42, donde la regiéon 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.

44. El anticuerpo de la reivindicacién 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).
45, Un método para inhibir 1a proliferacion celular activada por c-met, el

citado método que comprende poner en contacto una célula o un tejido
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con una cantidad efectiva de un anticuerpo de cualquiz de las
reivindicaciones anteriores.

46. Un método para modular una enfermedad asociada a la desregulacién
del eje de seilalizacion FCH/c-met, el citado método que comprende
administrar a un individuo una cantidad efectiva de un anticuerpo de
cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

47.- " Un método para tratar un individuo teniendo céncer, el citado método
que comprende administrar al individuo una cantidad efectiva de un
anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

48. El método de la reivindicacion 47, donde el céncer es cédncer de pulmén,
cdncer de cerebro, cancer de rifién, cancer gastrico, cancer colorrectal
céncer y/o cancer pancreatico.

49. Un método para tratar un desorden proliferativo en un individuo, el
citado método que comprende administrar al individuo una cantidad
efectiva de un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones
anteriores.

50. El método de la reivindicacion 49, donde el desorden proliferativo es

" céncer.

S1. Un &cido nucleico que codifica el anticuerpo de cualquiera de las
reivindicaciones 1-44.

52. Una célula anfitiona que comprende el &cido nucleico de la
reivindicacién 51.

53. Una composicién que comprende el anticuerpo de cualquiera de las
reivindicaciones 1-44.

54. Una composicién de la reivindicacién 53, donde la composicién

comprende un excipiente.
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FIG '—8 Inhibicién de HGF/ Punto de Union de cMET
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Listado de Secuencias

<110> Genentech, Inc.
Dennis, Mark S.
Billeci, Karen
Young, Judy
Zheng, Zhong

<120> ANTAGONISTAS ANTI-CMET HUMANIZADOS
<130> P213BR1 PCT

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

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

<160> 196

<210> 1

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

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

Leu Ala

<210> 2

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 2

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
5

<210> 3

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia



<400> 3
Gln Gln Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr
5

<210> 4

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencla 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> Secuencila Artificial

<220>
<223> Se gintetiza 1a secuencia

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

Phe Lys Asp

<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se pintetiza la secuencia

<220>

<221> Unsure

<222> 1

<223> X 18 any amino acid except R

<400> 6

Xaa Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 7

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencilia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia



<400> 7

Thr Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyx

<210> 8
<211> 11
<212> PRT

5

<213> Secuencia Artificial

220>

<223> Se pintetiza la secuencia

<400> B

10

Ser Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr

<210> 9
<211l> 114
<212> PRT

5

<213> Mus musaculus

<400> 9

Asp Ile Met Met Ser

1

Gly Glu Lys

Tyr Thr Ser

Pro Gly Gln

Glu Ser Gly

Asp Phe Thr

val Tyr Tyr

Gly Gly Thr

<210> 190
<211> 119
<212> PRT

val

Ser

Ser

val

Leu

Cys

Lys

5

Thr
20

Gln
35

Pro
50

Pro
65

Thr
80

Gln
95

Leu
110

«213> Mus musculus

<400> 10

Gln val Gln Leu Gln

1l

5

Gln Ser

val Ser

Lys Asn

Lys Leu

Asp Arg

Ile Thr

Gln Tyr

Glu Ile

Pro

Cys

Tyr

Leu

Phe

Ser

Tyr

Lys

10

Ser Ser Leu Thr Val
10

Lys Ser Ser Gln Ser
25

Leu Ala Trp Tyr Gln
40

Ile Tyr Trp Ala Ser
55

Thr Gly Ser Gly Ser
70

Val Lys Ala Asp ABp
85

Ala Tyr Pro Trp Thr
100

Arg

Ser Val
15

Leu Leu
ap

Gln Lys
45

Thr Arg
60

Gly Thr
75

Leu Ala
90

Phe Gly
105

Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Arg Pro Gly

10

is



Ala Ser

Ser Tyr

Glu Trp

Asn Pro

Ser Asn

Ser Ala

Leu Asp

<210> 11

Val Lys Met Ser Cys Arg
20

Trp Leu His Trp Val Lys
as

Ile Gly Met Ile Asp Pro
50

Asn Phe Lys Asp Lys Ala
65

Thr Ala Tyr Met Leu Leu
80

val Tyr Tyr Cya Ala Thr
95

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
110

<211> 108
«<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se

<400> 11

Asp Ile

Gly Asp

Asn Tyr

Leu Leu

Arg Phe

Ser Ser

Tyr Asn

Ile Lys

sintetiza la secuencia
Gln Met Thr Gln Ser Pro
5

Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln
35

Ile Tyr Ala Ala Ser Ser
50

S8er Gly Ser Gly Ser Gly
65

Leu Gln Pro Glu Asp Phe
80

Ser Leu Pro Trp Thr Phe
95

Arg

Ala

Gln

Ser

Ser

Ser

Ser

Arg

Lys

Leu

Thr

Ala

Gly

Ser
25

Arg
40

ABn
55
70

Ser
85

Gly
100

val
115

Ser
10

Ala
25

Pro
40

Glu
55

Asp
70

Thr
85

Gln
100

Gly Tyr
Pro Gly
Ser Asp

Asn Val

Ser Tyr

Thr Val

Leu Ser
Ser Gln
Gly Lys
Ser Gly
Pﬁe Thr
Tyr Ty

Gly Thr

Thr

Gln

Thr

Asp

Ser

Val

Ser

Ala

Ser

Ala

val

Cys

Lys

Phe

Gly

Arg

Arg

Ala

Ser

Ser

Ser

Ile

Pro

Pro

Thr

Gln

Val

Phe
60

Ser
75

Asp
90

Pro
105

val
15

Ser
30

Lys
45

Ser
60

Ile
75

Gln
90

Glu
105



<210> 12
<211> 114
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Se sintetiza la secuencla

<400> 12

Asp Ile Gln

1

Gly Asp Arg

Tyr Thr Ser

Pro Gly Lys

Glu Ser Gly

Asp Phe Thr

Thr Tyxr Tyr

Gln Gly Thr

<2190> 13
<211> 113
<212> PRT

Met Thr Gln Ser Pro

val

Ser

Ala

val

Leu

Cys

Lys

Thr
20

Gln
35

Pro
50

Pro
65

Thr
80

Gln
95

val
110

Ile Thr Cys

Lys Asn Tyr

Lys Leu Leu

Ser Arg Fhe

Ile Ser Ser

Gln Tyx Tyx

Glu Ile Lys

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 13
Glu val Gln
1l

Gly Ser Leu

Ser Tyr Ala

Glu Trp Val

Ala Asp Ser

Leu Val Glu Ser Gly

Arg

Met

Ser

val

5

Leu
20

Ser
35

val
50

Lys

Ser Cys Ala

Trp Val Arg

Ile Ser Gly

Gly Arg Phe

Ser

Lys

Ile

Ser

Ala

Arg

Gly

Ala

Gln

Asp

Ser
10

Ser
25

Ala
40

Tyr
55

Gly
70

Gln
85

100

Gly
10

Ser
25

Ala
40

Gly
55

Ile

Ser

Trp

Trp

Ser

Pro

Pro

Leu

Gly

Pro

Gly

Ser

Ser

Gln

Ala

Gly

Glu

Trp

val

Phe

Gly

Ser

Arg

Ala

Ser

Gln

Ser

Ser

Asp

Thr

Gln

Lys

Asp

Ser

Leu

Gln

Gly

Phe

Phe

Pro

Phe

Gly

Tyr

Asn

Val
15
30

Lys
45

Arg
60
75

Ala
90

Gly
105

Gly
15

Ser
30

Leu
45

Tyr
60

Sex



65 70

Lys Ash 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> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 14
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly
1 5 10

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cyes Ala Ala Ser
20 25

Ser Tyr Trp Leu His Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Glu Trp Val Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn
50 55

Asn Pro Asn Phe Lys Asp Arg Phe Thr Ile
65 70

Lye 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 Gln Gly Thr Leu Val
110 115

<210> 15

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Leu Asp Ala Gln Thr
5

<210> 16

<211> 9

75

Leu Arg Ala Glu Asp

90

Asp Tyr Trp Gly Gln

Leu Val Gln

Gly Tyr Thr

Pro Gly Lys

Ser Asp Thr

Ser Ala Asp

Leu Arg Ala

Ser Tyr Val

Thr Val Ser

Pro

Phe

Gly

Arg

Thr

Glu

Ser

Ser

105

Gly
15
30

Leu
45

Phe
60

Ser
75

Asp
90

Pro
105

177



<212> PRT

«213> Homo sapiens

<400> 16

Leu Thr Glu Lys Arg Lys Lys Arg Ser
5

<210> 17

<211> 8

<212> PRT

«<213> Homo sapiens

<400> 17

Lya Pro Asp Ser Ala Glu Pro Met
5

<210> 18

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Asn Val Arg Cys Leu Gln His Phe
5

<210> 19

<211> B7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se

<400> 19

Gln val

1

Ala Ser

Trp Val

Val Thr

Leu Ser

Arg Trp

<210> 20
<211> Bl

slntetiza la secuencia
Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala
5

Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
20

Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly
35

Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr
50

Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
65

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
80

<212> PRT

Glu Val Lys Lys Pro Gly
10 15

Ser Gly Tyr Thr Phe Thr
25 a0

Leu Glu Trp Met Gly Arg
40 45

Ser Thr Ala Tyr Met Glu
55 60

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
70 75

val Ser Ser
85



<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se

<400> 20

Gln Val

1

Ala Ser

Pro Gly

Thr Ser

Glu Asp

Leu Val

<210> 21
<211> 80

sintetiza la secuencia
Gln Leu Val Gln Ser Gly
5

val Lys Val Ser Cys Lys
20

Gln Gly Leu Glu Trp Met
35

Thr Ser Thr Ala Tyr Met
50

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
65

Thr Val Ser Ser
BO

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 21

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly

1 5

Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys
20

Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35

Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met
50

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
65

Val Thr Val Ser Ser
80

<210> 22

<211> 79

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

Ala

Ala

Arg

Glu

Ala

Ala

Ala

Arg

Glu

Ala

Glu
10

Ser
25

val
40

Leu
55

Arg
70

Glu
10

Ser
25

val
40

55

Trp
70

val

Trp

Ser

Trp

Val

Trp

Ser

Gly

Lys

Val

Ile

Ser

Gly

Lys

Val

Ile

Ser

Gln

Lys Pro

Arg Gln

Thr Ala

Leu Arg

Gln Gly

Lys Pro

Arg Gln

Thr Ala

Leu Arg

Gly Thr

Gly
15

Ala
30

Asp
45

Ser

60

75

Gly
15

Ala
30

Asp
45

Ser
60

75

}16



<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 22
Gln val Gln Leu val Gln Ser Gly
1 5

Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys
20

Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
a5

Thr Ser Thr Ber Thr Ala Tyr Met
50

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
65

Thr Val Ser Ser

<210> 23

<211> 87

<212> PRT

«213> Secuencia Artificial

<220>»
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 23
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly
1 5

Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr
20

Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys
k3

Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser
50

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp
65

Arg Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
80

<210> 24

<211> 81

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

Ala

Ala

Arg

Glu

Trp

Pro

val

Gly

Lyse

Glu
10

Ser
25

val
40

Leu
55

Gly
70

Gly
10

Ser
25
40

Asn
55

Ala
70

val
85

val

Irp

Thr

Ser

Gln

Leu

Gly

Glu

Gln

Val

Ser

Lys

val

Ile

Ser

Gly

val

Gly

Trp

Phe

Ser

Lys

Arg

Lys

Ser

Ile

Ser

Pro

Gln

Ala

Arg

Leu

Pro

Val

Gly

Leu

Cys

Gly
15

Ala
30

Asp
45

Ser
60

val
75

Ser
15

Ser
30

Arg
45

Lys
60

Ala
75



<220>
<223> Se pintetiza la secuencia

<40Q0> 24
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly
1 5

Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr
20

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35

Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
50

Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
65

Leu Val Thr Val Ser Ser
80

<210> 25

<211l> 80

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se Bilntetiza la secuencia

<400> 25
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly
1 5

Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr
20

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35

Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
50

Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
65

Val Thr Vval Ser Ser
80

<210> 26

<211> 79

<212> PRT

«<213> Secuencia Artificial

<220>

Pro

Vval

Arg

Lys

Ala

Pro

Val

Arg

Lys

Ala

Gly
10

Ser
25

val
40

Leu
55

Arg
70

Gly
10

Ser
25

Val
40

Trp

Ser

Trp

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

Vval

Thr

Thr

Ser
15

Pro
30

ABp
45

Ala
60

Thr
75

Ser
15

Pro
30

Asp
45

Ala
60

Leu
75



<223> Se

<400> 26
Gln val
1

Gln Thr
Pro Gly
Thr Ser
~

Ala Asp

Thr Val

<210> 27
<211> 87

gintetiza la secuencia

Gln

Leu

Lys

Lys

Thr

Ser

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

Leu

Ser

Gly

Asn

Ala

Ser

Gln Glu Ser Gly
5

Leu Thr Cys Thr
20

Leu Glu Trp Ile
35

Gln Phe Ser Leu
50

val Tyr Tyr Cys
65

<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 27
Glu Val
1

Gly Ser

Trp Val

Phe Thr

Met Asn

Arg Trp

<210> 28
<211> 81

Gln

Arg

Ile

Ser

Gly

«212> PRT
«213> Secuencia Artificial

<220>

Leu

Arg

Gln

Ser

Gln

Val Glu Ser Gly
5

Leu Ser Cys Ala
20

Ala Pro Gly Lys
35

Arg Asp Asn Ser
50

Arg Ala Glu Asp
65

Gly Thr Leu Val
80

<223> Se sintetiza la secuencia

Pro

Val

Arg

Lys

Trp

Gly

Ala

Gly

Lys

Thr

Thr

Gly
10

Ser
25

Val
40
55

Gly
70

Gly
10

Ser
25

Leu
40

Asn
55

Ala
70

val
85

Leu

Trp

Ser

Gln

Gly

Glu

val

Ser

val Lys

Ile Arg

Ile Ser

Ser Val

Gly Thr

Val Gln

Phe Thr

Trp Val

Tyr Tyr

Ser

Pro

Gln

val

Pro

Phe

Ser

Cys

Ser
15

Pro
30

Asp
45

Ala
60

val
75

Gly
15

Ser
30

Arg
45

Gln
60

75



<400>

28

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1

5

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

20

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

a5

Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu

50

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

65

Leu Val Thr Val Ser Ser

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

<220>
223>

<400>»

1]
29
80
PRT
Secuencia Artificial
Se sintetiza la secuencia
29

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

5

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

20

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trxp Val

35

Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu

50

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

65

val Thr val Ser Ser

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

<220>
<223>

80

30

79

PRT

Secuencla Artificial

Se gintetiza la secuencia

Gly

Ala

Arg

Gln

Ala

Gly

Ala

Arg

Gln

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 val

Trp Val

Thr Ile

Asn Ser

Gly Gln

Gln

Arg

Ser

Leu

Gln

Gln

Arg

Ser

Leu

Gly

Pro

Gln

Arg

Gly

Pro

Gln

Arg

Arg

Thr

Gly
15

Ala
30

Asp
45

Ala
60

Thr
75

Gly
15

Ala
30

Asp
45

Ala
60

Leu
75



<400> 30

Glu vVal

1l

Gly Ser

Pro Gly

Asn Ser

Glu Asp

Thr Val

<210> 31
<211> 87

Gln Leu Val Glu Ser Gly
5

Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20

Lys Gly Leu Glu Trp Val
35

Lys Asn Thr Leu Tyr Leu
50

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
65

Ser Ser

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se

<400> 31
Glu val
1

Gly Ser

Trp Val

Phe Thr

Met AsBn

Arg Trp

<210> 32
<211> Bl

sintetiza la secuencia
Gln Leu Val Glu Ser Gly
5

Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20

Arg Gln Ala Pro Gly Lys
as

Ile Ser Ala Asp Thr Ser
50

Ser Leu Arg Ala Glu Asp
65

Gly Gln Gly Thr Leu Val
80

<212> PRT
«213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se

<400> 32

gintetiza la secuencia

Gly

Ala

Arg

Gln

Trp

Gly

Ala

Gly

Lys

Thr

Gly
10

Ser
25

Phe
40

Met
55

Gly

70

Gly
10

Ser
25

Leu
40
55

Ala
70

val
85

Trp

Gln

Leu

Gly

Glu

Thr

val

Ser

Vval Gin

Val Arg

Ile Ser

Ser Leu

Gly Thr

val Gln

Phe Asn

Trp Val

Ala Tyr

Tyr Tyr

Ser

Pro

Gln

Arg

Arg

Pro

Ile

Ser

Leu

cys

Gly
15

Ala
3o

ABp
45

Ala
60

Val
75

Gly
15

Lys
30

Arg
45

Gln
60

Ser
75



Glu Vval Gln

Gly Ser

Pro Gly

Thr Ser

Lys

Lys

Leu Val
5

Arg Leu
20

Gly Leu
35

Asn Thr
50

Glu Asp Thr Ala Val

Leu Val

<210> 33
<211> 80

Thr

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se

<400> 33

Glu Val

b

Gly Ser

Pro Gly

Thr Ser

Glu Asp

Val Thr

<210> 34
<211> B7
<212> PRT

vVal Ser
80

Glu Ser Gly

Ser Cys Ala

Glu Trp Val

Ala Tyr Leu

Tyr Tyr Cys

Ser

gintetiza la secuencia

Gln Leu Val Glu Ser Gly

5

Leu Arg Leu Ser Cys Ala

Lys

Lys

Val

20

Gly Leu
as

Asn Thr
50

Ala Val
65

Ser Ser
80

Glu Trp Val

Ala Tyr Leu

Tyxr Tyr Cys

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Se Bintetiza la secuencia

<400> 34

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

Asn

Leu

Trp

Thr

Asn

Gly

val

val

Ile

Ser

Gly

val

Val

Ile

Ser

Gln

Gln

Arg

Ser

Leu

Gln

Gln

Arg

Ser

Leu

Gly

Pro Gly
18

Gln Ala
3o

Ala Asp
45

Arg Ala
60

Gly Thr
75

Pro Gly
15

Gln Ala
30

Ala Asp
45

Arg Ala
60

Thr Leu
75

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly



1l 5

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35

Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser
50

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
65

Arg Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
80

<210> 35

<211> 81

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 35 )
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5

Cly Ser Leu Arg Leu 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 Tyr Cys
65

Leu Val Thr Val Ser Ser
ao

<210> 36

<211> BO

<212> PRT

<213> Secuencla Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 36

Ala

Gly

Lys

Thr

Thr

Gly

Ala

Axg

Gln

Ala

10

Ser
25

Leu
40

Asn
55

Ala
70

val
85

Gly
10

Ser
25

Phe
410

Met
55

Arg
70

Gly

Glu

Thr

val

Serx

Leu

Trp

Thr

Asn

Trp

Phe Asn

Trp Val

Ala Tyr

Tyr Tyr

Ser

Val Gln

Val Arg

Ile Ser

Ser Leu

Gly Gln

Ile Lys
Ser Arg
45

Leu Gln
60

Cya Ala
75

Pro Gly
15

Gln Ala
30

Ala Asp
45

Arg Ala
60

Gly Thr
75

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly

1 5

10

15



Gly Ser Leu Arg Leu

20

Pro Gly Lys Gly Leu

35

Thr Ser Lys Asn Thr

50

Glu Asp Thr Ala Val

65

Val Thr Val Ser Ser

80

Ser.Cys Ala
Glu Trp Val

Ala Tyr Leu

Tyr Tyr Cys

Ala

Arg

Gln

Ala

Ala

Arg

Gln

Trp

<210> 37

<211> 79

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

«220>

<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 37

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly

1 5

Gly Ser Leu Arg Leu 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 Tyr Cys
65

Thr Val Ser Ser

<210> 38

<211> BO

<212> PRT

<213>» Secuencia Artificial

<220>
<223>

<400> 38

Se sintetiza la secuencia

Ser Trp Val

25

Phe Thr Ile
40

Met Asn Ser
55

Trp Gly Gln

70

Gly Leu Val

10
Ser Trp Val
25

Phe Thr
40

Ile

Met Asn
55

Ser

Gly Gln Gly
70

Arg Gln Ala
io

Ser Ala Asp
45

Leu Arg Ala
60

Gly Thr Leu
75

Gln Pro Gly
15

Arg Gln Ala
30

Ser Ala Asp
45

Leu Arg Ala
60

Thr Leu Val
75

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val

1

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 Tyr

65

Lys Val Glu Ile Lys

<210> 39
<211> 80

<212> PRT
«213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se

<400> 39
Asp Ile
p
Gly Glu
Gln Ser
Gly Ser
Glu Ala

Lys Val

<210> 40
<211> 80

80

sintetiza la secuencia

val

Pro

Pro

Gly

Glu

Glu

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

Met Thr Gln Ser Pro
5

Ala Ser Ile Ser Cys
20

Gln Leu Leu Ile Tyr
35

Ser Gly Thr Asp Phe
50

Trp

Gly

Thr

Leu

Trp

Gly

Thr

val
40

Leu
55

cys
70

Ser
10
25

val
40

Leu
55

Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys

65

Ile Lys
80

<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 40

70

Gln

Pro

Phe

Leu

Pro

Lys

Phe

Gln

Ser

Ile

Gly

Pro

Gln

Asp

Ile

Gly

Lys

Arg

Ser

Gln

val

Lys

Arg

Ser

Gln

AT 3

Pro Gly
30

Phe Ser
45

Ser Leu
60

Gly Thr
75

Thr Pro
15

Pro Gly
30

Phea Ser
45

Arg vVal
60

Gly Thr
75

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser 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 Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
50 55

Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys
65 70

Lys Val Glu Ile Lys
80

<210> 41

<211> 80

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 41
Asp Ile 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 Gly Thr Asp FPhe Thr Leu
50 55

Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys
65 70

Lys Val Glu Ile Lys
80

<210> 42

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sBintetiza la secuencila

<400> 42
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly
1 5 1o

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

a0

Pro Asp Arg Phe Ser
45

Thr Ile Ser Arg Leu
60

Phe Gly Gln Gly Thr
75

Leu Ala Val Ser Leu
15

Gln Gln Lys Pro Gly
30

Pro Asp Arg Phe Ser
45

Thr Ile Ser Ser Leu
60

Phe Gly Gln Gly Thr
75

Leu Val Gln Pro Gly
15



<210> 43

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se gintetiza la secuencia

<400> 43

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
5 10

<210> 44

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>»
<223>» Se spintetiza 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

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

220>
<223> Se sBintetiza la secuencia

<400> 45

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr val Ser Ser
5 10

<210> 46

<211> 23

212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 46
Asp 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> 47

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se pintetiza la secuencia

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

<210> 48

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se pintetiza 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

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 49

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
] 10

<210> 50

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se slntetiza la secuencia

<220>

<221> Xaa

<222> 6

<223> Xaa is A or R



<220>

<221> Xaa

<222> B

<223> Xaa 1s T or N

<220>

<221> Xaa

<222> 13

<223> Xaa ims A or L

<400> 50
Arg Phe Thr Ile Ser Xaa Asp Xaa Ser Lys Asn Thr Xaa 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> Bl

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se gintetiza la secuencia

<400> 51
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Rla Tyr Leu
1 5 10 15

Gln Met Asn Ser Leu Arqg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 52

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 52
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

<210> 53

<211> 32

<212> PRT

<213> 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

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se mPintetiza la secuencia

<400> 54
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Aan 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

<210> 55

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
«223> Se sintetiza la secuencia

<400> 55
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu
1l 5 10 15

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

Ser Arg

<210> 56

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>



<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 56

Trp Ala Ser Thr Pro Ala Ser
5

<210> 57

<21l> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Be sintetiza la secuencia

<400> 57

Trp Ala Ser Ile Arg Asp Arg
5

<210> 58

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencla Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 58

Met Pro Asn Thr Arg Asp Ser
5

<«210> 59

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223»> Se pintetiza la secuencia

<400> 59

Trp Ala Ser Thr Arg Asp Ile
5

<210> 60

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>»
<223> Se sintetiza la secuencia

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

<210> 61



<211l> 7
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>»
<223> Se pintetiza la secuencia

<400> 61

Leu Ala Ser Asn Arg Glu Gly
5

<210> 62

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 62

Trp Thr Gly Asn Arg Glu Met
]

<210> 63

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencla Artificial

<220>
223> Se sBintetiza la secuencia

<400> 63

Trp Ala Arg Thr Arg Glu Ser
5

<210> 64

«211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 64

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
5

<210> &5

<211> 7

«212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia



<400> 65

Trp Ala Ser Thr Pro Glu Ser
5

<210> 66

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

«220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<220>

<221> UnBure

<222> 4

<223> Unknown amino 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 Ser Asn Ile Thr Ser
5

<210> 68

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
«223> Se pintetiza la secuencia

<400> 68

Trp Ala Asn Phe Arg Val Ser
5

<210> 69

<21l> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
223> Se gintetiza la secuencia

<400> 69
Trp Thr Ser Asn Arg Val Ser



<210> 70

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se pintetiza la secuencia

<400> 70

Leu Gly Gly Thr Arg Val Ser
5

<210> 71

<211> 7

«212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 71

Leu Ala Thr Thr Arg Val Ser
L

<210> 72

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sBintetiza la secuencia

<400> 72

Trp Ala Ser Thr Arg Val Ser
5

<210> 73

<211> 7

<212> PRT

<213>» Secuencia Artificial

<220>
«223> Se sintetiza la secuencia

<400> 73

Trp Ala Ser Thr Leu Val Ser
5

<210> 74

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial



<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 74

Trp Ala Ser Thr Gly Val Gly
5

<210> 75

<21l> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<4Q0> 75

Trp Ser Ser Thr Arg Val Ser
5

<210> 76

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 76

Gly Tyr Asn Phe Ile Gly Phe Trp Met His
5 10

<210> 77

<211> 190

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 77

Gly Tyr Thr Phe Ile Asp Phe Trp Leu Hig
5 10

«210> 78

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se pintetiza la secuencila

<400> 78
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Phe Trp Leu His
5 10



<210> 79

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
223> Se sintetiza la secuencia

<400> 79

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser His Trp Leu His
5 10

<210> 80

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 80

Gly Tyr Pro Phe Thr Thr Arg Trp Leu His
5 10

<210> B1

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se pintetiza la secuencia

«<400> 81

Gly Tyr Leu Phe Thr Ser Ser Trp Leu His
5 10

<210> 82

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificlal

<220>
<223> Se pintetiza la secuencia

<400> 82

Gly Tyr Asn Phe Ser Ser Ser Trp Leu His
5 10

<210> 83

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
«223> Se sintetiza la secuencia

247



<400> 83

Gly Tyr Pro Phe Thr Lys Ser Trp lLeu His
5 10

<210> B4

<21l> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencila

<400> 84

Gly Tyr Ser Phe Thr Thr Ser Trp Val His
5 10

<210> 85

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> B85

Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Ser Trp Leu His
5 10

<210> 86

<211> 10

«<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sBintetiza la secuencia

<400> Bé6

Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Ser Trp Leu His
5 10

<210> 87

<211> 10

<212> PRT

213> Becuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 87

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Ser Trp Leu His
5 10

<210> 88

<211> 10



<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 88

Gly Tyr Ala Phe Thr Ser Thr Trp Leu His
5 10

<210> BS

<211> 10

<«212> PRT

<213> Secuencla Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 89

Gly Tyr Ile Phe Thr Ser Val Trp Leu His
5 10

«210> 90

<211> 10

«212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>»
<223> Se pintetiza la secuencia

<400> 90

Gly Tyr Asn Phe Thr Sexr Val Trp Leu His
5 10

<210> 91

<211l> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 91

Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Val Trp Leu His
5 10

<210> 92

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencla Artificial

<220>
<223>» Se pintetiza la secuencia

<400> 92



Gly Tyr Thr Phe Thr Arg Val Trp Leu His
5 10

<210> 93

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 93

Gly Tyr Ala Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His
5 10

<210> 94

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 94

Gly Tyr Ile Phe Thr Thr Tyr Trp Leu Hils
5 10

<210> 95

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sgintetiza la secuencia

<400> 95

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His
5 10

<210> 96

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencla Artificial

<220>»
<223> Se pintetiza la secuencia

<400> 96

Gly Tyr Thr Phe Tyr Ser Tyr Trp Leu His
5 10

<210> 97

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

. Zqza
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<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> Se slntetiza la secuencia

<400> 98
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Agp Thr Arg Phe Asn Thr Lys
1 5 10 15

Phe Glu Asp

<210> 99

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

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

Phe His Asp

<210> 100

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sgintetiza la secuencia

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

Phe Lys Tyr



<210> 101

<211l> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se pintetiza la secuencia

<400> 101
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Lys
1 5 10 15

Phe Asn Tyr

<210> 102

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza 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

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223>» Se sintetiza la secuencia

<400> 103
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg FPhe Asn Pro Lys
1 5 10 15

Phe Asn Glu

<210> 104

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 104



v

wo'

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

Phe Asp Asp

<210> 105

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 105
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Prc Asn
1 5 10 15

Phe Glu Asp

<210> 106

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencla Artificial

<220>
<«223> Se sintetiza la secuencia

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

Phe Glu Asp

<210> 107

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se pintetiza la secuencia

<400> 107
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn
1 5 10 15

Phe Glu His

<210> 108

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial



&)

<220>
<223> Se sintetiza 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

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>»
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 109
Gly Met Ile 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> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

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

Leu Glu Asp

<210> 111

<211l> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

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

Phe Glu Asp



Ui

«<210> 112

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>»
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 112
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Val
1 5 10 15

Leu Lys Amp

<210> 113

<211> 1l

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 113

Ser Tyr Gly Ser Tyr Val Leu Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 114

<211> 11

212> PRT

<213>» Secuencia Artificial

<220>
223> Se sintetiza la secuencia

<400> 114

Ser Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 115

«211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 115

Ser Tyr Arg Ser Tyr Arg Ile Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 116

<211> 11

<212> PRT



<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 116

Ser Tyr Arg Ser Tyr Val Leu Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 117

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>»
<223> Se pintetiza la setuencia

<400> 117

Ser Tyr Arg Ser Tyr Val Leu Pro Leu Asp Gln
5 10

<210> 118

<211> 11

<212> PRT

<213>» Secuencia Artificial

220>
«223> Se sintetiza la secuencia

<400> 118
Ser Tyxr 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

<400> 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 sintetiza la secuencia

<400> 120
Ser Tyr Ser Ser Tyr Thr Arg Pro Leu Asp Tyr



<210> 121

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se pintetiza la secuencia

<400> 121

Ser Tyr Ser Ser Tyr Val Thr Ser Leu Asp Tyr
5 10

<210> 122

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artifiecial

<220>
<223> Se sintetliza la secuencia

<400> 122

Thr Tyr Gly Ser Tyr Glu Lys Pro Leu Asp Tyr
5 1o

<210> 123

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se pintetiza la secuencia

<400> 123

Thr Tyr Gly Ser Tyr Val Lys Pro Leu Asp Tyr
5 1o

<210> 124

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
223> Se pintetiza la secuencia

<400> 124

Thr Tyr Gly Ser Tyr Val Arg Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 125

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial



<220>
<223> Be pintetizea la secuencia

<400> 125

Thr Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 126

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza 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> Be pintetiza la secuencia

<400> 127

Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 128

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
223> Se pintetiza la secuencia

<400> 128

Thr Tyr Arg Ser Tyr Lys Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 129

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 129
Thxr Tyr Arg Ser Tyr Phe Thr Pro Leu Tyr Tyr
5 10



<210> 130

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencila

<400> 130

Thr Tyr Arg Gly Tyr Glu Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 131

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 131

Thr Tyr Arg Ser Tyr Phe Val Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 132

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificilal

<220>
<223> Se gintetiza la secuencia

<400> 132

Thr Tyr Ser Ser Tyr Val Lys Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 133

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se spintetiza la secuencia

<400> 133

Thr Tyr Ser Ser Tyr Val Arg Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 134

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia



yo®

<400> 134

Thr Tyr Ser Ser Tyr Met Arg Pro Leu Asp Tyr
5 ico

<210> 135

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 135

Thr Tyr Ser Ser Tyr Met Ser Pro Leu Asp Tyrx
5 10

<210> 136

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 136

Thr Tyr Ser Ser Tyr Val Thr Ala Leu Asp Tyr
5 10

<210> 137

«211> 11

<212> PRT

«213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 137

Thr Tyr Ser Ser Tyr Arg Thr Ala Leu Asp Tyr
5 10

<210> 138

<«211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

220>
<223> Se gintetiza la secuencia

<400> 138

Thr Tyr Thr Ser Tyr Arg Leu Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 139

«211> 7



<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 139

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
5

<210> 140

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 140

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His
5 10

<210> 141

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencla Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

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

Phe Lys Asp

<210> 142

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>»
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 142

Ser Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 143

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>



<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 143

Ser Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr
5 io0

<210> 144

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 144

Ser Tyr Arg Ser Tyr Arg Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 145

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223>» Se sintetiza la secuencia

<400> 145

S8er Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 146

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 146

Ser Tyr Arg Ser Tyr Val Val Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 147

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencla Artlficial

<220>»
<223> Se sintetiza la secuencia

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

<210> 148



<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 148

Ser Tyr Ser Ser Tyr Val Lys Pro Leu Asp Tyr
5 19

<210> 149

<211> 11

<212> PRT

<213>» Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 149

Ser Tyr Ser Ser Tyr Val Leu Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 150

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 150

Thr Tyr Ala Ser Tyr Ala Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 151

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 151

Thr Tyr Ala Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 152

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia



<400> 152

Thr Tyr Gly Ser Tyr Val Thr Ala Leu Asp Tyr
5 10

<210> 153

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>»
<223> Se sintetiza la secuencla

<400> 153

Thr Tyr Gly Ser Tyr Val Thr Ala Leu Asp His
5 10

<210> 154

«211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se pintetiza la msecuencia

<400> 154

Thr Tyr Gly Ser Tyr Met Val Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 155

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencla Artificial

<220> .
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 155

Thr Tyr His Ser Tyr Leu Val Pro Leu Asn Tyr
5 10

<210> 156

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 156

Thr Tyr Lys Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 157

<211> 11

<212> PRT



u\>

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se gintetiza la secuencia

<400> 157

Thr Tyr Arg Ser Tyr Arg Ser Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 158

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencla 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 pintetiza la secuencia

<400> 159

Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 160

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>»
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 160

Thr Tyr Ser Ser Tyr Trp Ile Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 161

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
223> Se sintetiza la secuencia

<400> 161
Thr Tyr Ser Ser Tyr Val Arg Pro Leu AsSp Tyr



<210> 162

<211l> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 162

Thr Tyr Ser Ser Tyr Val Thr Ser Leu Asp Tyr
5 10

<210> 163

<21l> 11

<212> PRT

<213> Yecuencia Artificial

<220>
<223> Se pintetiza la secuencia

<400> 163

Thr Tyr Ser Ser Tyr Val Thr Ala Leu Asp Tyr
5 10

<210> 164

<21l1> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 164

Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
5 10

<210> 165

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificilal

<220>
<223> Se gintetiza la secuencia

<400> 165

Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Val Ser Gly Val
5 10

<210> 166

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial



<220>
<223> Se pintetiza la secuencla

<400> 166

Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His Trp Val
5 10

<210> 167

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 167

Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Ser Trp Leu His Trp Val
5 10

<210> 168

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se pintetiza la secuencla

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

Pro Asn Phe Lys Asp Arg Phe
20

<210> 169

<21l> 22

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<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

<21l> 22

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>



<223> Se sintetiza la secuencia

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

Pro Asn Phe Glu Asp Arg Phe
' 20

<210> 171

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 171
Cys Ala Arg Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr Trp Gly
1l 5 10 15

<210> 172

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223» Se sintetiza la secuencia

<400> 172
Cys Ala Ser Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr Trp Gly
1 5 10 15

<210> 173

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencla Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencla

<400> 173
Cys Ala Thr Tyr Gly Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr Trp Gly
i 5 10 15

<210> 174

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencla Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 174
Cys Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Ser Pro Leu Asp Tyr Trp Gly



1 5 10 15

<210> 175

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 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

<213> Secuencia Artificlal

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 176
Cys Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr Trp Gly
1 5 190 15

<210> 177

<211> 15

<212> PRT

<213> 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

<210> 178

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencla Artificial

<220>
«223> Se eintetiza 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

<212> PRT

<213> Secuencia Artificilal

S1ig



<220>
<223> Se spintetlza la secuencia

<400> 179

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val

1 5 10

Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

<210> 180

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 180

15

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

1 5 10

<210> 181

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 181

15

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

Tyr Cys

<210> 182

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 182

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
5 10

<210> 183

<211> 17

<212> PRT

30



<213>» Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 183

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr Ser Ser Gln Lys Asn Tyr

1l 5 10

Leu Ala

<210> 184

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 184

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
5

<210> 185

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 185

Gln Gln Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr
5

<210> 186

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencila

<400> 186
Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe
1 5 10

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val
20 25

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp
35 40

Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val

15

Pro Pro Ser Asp Glu
15

Cys Leu Leu Asn Asn
30

Lys Val Asp Asn Ala
45

Thr Glu Gln Asp Ser



50 55

Lye Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr
65 70

Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala
80 85

Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
95 100

cys

<210> 187

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se pintetiza la secuencia

<400> 187

Glu Val Gln 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

<210> 188

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 188

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
5 10

<210> 189

«211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 189
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys
1 5 10

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
20 25

60

Leu Thr Leu Ser Lys
75

Cys Glu Vval Thr His
90

Phe Asn Arg Gly Glu
105

15

Glu Trp Val

Asn Thr Ala Tyr Leu
15

Ala val Tyr Tyr Cys
30

e



<210> 190

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se sBintetiza la secuencia

<400> 190

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
5 10

<210> 191

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Se pintetiza la secuencia

<400> 191

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His
5 10

«<210> 192

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencla Artificial

<220>
«223> Se Bintetiza la secuencia

<400> 192
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn
1 5 10 15

Phe Lys Asp

<210> 193

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencla Artificial

<220>
<223> Se pintetiza la secuencia

<400> 193

Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr
5 10

<210> 154

<211> 108

<212> PRT



<213> Secuencia Artificial

<220>

<223» Se gintetiza la secuencia

<400> 194

Ala Ser Thr Lys

1

Lys Ser Thr Ser

Asp Tyr Phe Pro

Leu Thr Ser Gly

CGly Leu Tyr Ser

Leu Gly Thr Gln

Asn Thr Lys Val

Thr His Thr

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

Gly Pro Ser Val
5

Gly Gly Thr Ala
20

Glu Pro val Thr
35

Val His Thr Phe
50

I.eu Ser Ser Val
65

Thr Tyr Ile Cys
80

Asp Lys Lys Val
95

«213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 195

Cya Pro Pro Cys
1

Phe Leu Phe Pro

Thr Pro Glu Val

Pro Glu Vval Lys

Asn Ala Lys Thr

Arg Val Vval Ser

Pro Ala Pro Glu
5

Pro Lys Pro Lys
20

Thr Cys Val Val
35

Phe Asn Trp Tyr
50

Lys Pro Arg Glu
65

Val Leu Thr val

Phe

Ala

val

Pro

Val

Asn

Glu

Leu

Asp

val

val

Glu

Pro
10
25

Ser
40

Ala
55
70

val
85

Pro
100

Leu
10

Thr
25

Asp
40

ABp
55

Gln
70

His

Gly

Trp

val

val

ABn

Lys

Gly

Val

Gly

Gln

Ala

Cys

Asn

Pro

His

Ser

Gly

Met

Ser

val

Asn

Asp

Pro

Leu

Ser

Gln

Ser

Lys

Cys

Pro

Ile

His

Glu

Ser

Trp

Ser

val

Gly

Ser

Ser

Pro

Asp

Ser

Ser

Glu

Val

Thr

Leu

Ser
15

Lys
30

Ala
45

Ser
60

Ser
75

Ser
90

Lys
105

val
15

Arg
30

Asp
45

Hise
60

Tyr
75

Asn



Gly

Pro

Pro

Asn

Asp

Tyr

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

<220>
<223>

<400> 196

Lys

Ile

Gln

Gln

Ile

Lys

val

val

Thr

Glu

Glu

val

val

Ala

Ser

Phe

Gln

196

222

PRT
Secuencia Artificial

Tyz

Lys

Ser

Val

LysB

Ser

Lys

80
Lys

95
110
Thr
125
140

Glu
155

Pro
170

Leu
185

Cys
200

Ser
215

Cys Lys

Ile Ser

Leu Pro

Ser Cys

Trp Glu

Pro Val

Thr Val

Ser val

Leu Ser

Vval

Lys

Pro

Ala

Ser

Leu

Asp

Met

Se sintetiza la secuencia

Cyas Pro Pro

1

Phe Leu Phe

Thr Pro Glu

Pro Glu Val

Asn Ala Lys

Arg Val Val

Cys

Pro

val

Lys

Thr

Pro
5

Pro
20

Thr
35

Phe
50

Lys
65

Ser Val

80

Ala Pro

Lys Pro

Cys Val

Asn Trp

Pro Arg

Leu Thr

Glu

Lys

val

Tyr

Glu

val

Ser

Ala

Ser

Val

Asn

Asp

Lys

His

Ser

Leu

Asp

Val

val

Glu

Leu

85

Asn
100

Lys
115

Arg
130

Lys
145

Gly
160

Ser
175

Ser
190

Glu
205

Pro
220

Asp
585

Gln
70
His
85

Lys

Gly

Glu

Gly

Gln

ABp

Arg

Ala

Gly

Gly

vVal

Gly

Tyr

Gln

Ala

Gln

Glu

Phe

Pro

Gly

Trp

Leu

Lys

Gly

Met

Ser

val

ABn

Asp

Leu

Pro

Met

Glu

Ser

Gln

His

Pro

Ile

His

Glu

Ser

Trp

Pro

Arg

Thr

Pro

Asn

Phe

Gln

Aan

Ser

Ser

Glu

val

Leu

90

Ala
105

Glu
120

Lys
135

Ser
150

Asn
165

Phe
180

Gly
185

His
210

Vval
15

Arg
30

Asp
45

His
60
15

Asn
S0

%



Gly

Pro

Pro

Asp

Leu

Asn

Lys

Ile

Gln

Gln

Ile

Lys

Val

Glu

Glu

val

val

Ala

Ser

Phe

Gln

Lys

Ser

val

Thr

Lys

Ser

Lys

Lys
95
110

Thr
128

Leu
140

Glu
155

Pro
170
185

Cys
200

Ser
215

cys

Ile

Leu

Trp

Trp

Pro

Thr

Ser

Leu

Lys

Ser

Pro

Cys

Glu

val

Val

Val

Ser

val

Lys

Pro

Leu

Ser

ABp

Met

Ser

Ala

Ser

val

Aan

ABp

Lys

His

Ser

ABn
100

Lys
115

Arg
130

Lys
145

Gly
160

Ser
175

Ser
190

Glu
205

Pro
220

Lys

Gly

Glu

Gly

Gln

Asp

Arg

Ala

Gly

Ala

Gln

Glu

Phe

Pro

Gly

Trp

Lys

Leu

Pro

Met

Glu

Ser

Gln

His

Pro

Arg

Thr

Pro

Asn

Phe

Gln

Asn

Ala
105

Glu
120

Lys
135

Ser
150

Asn
165

Phe
180

Gly
155

His
210



' 7 PATENT COOPERATION TREA.. / P, / )
From the INTERNATIONAL BEARCHING AUTHORITY PCT
To

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF

GENENTECH, INC. THE INTERNATIONAL S8EARCH REPORT AND
Attn. Naik, Paul ) THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
1 DNA Way SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION
M849 e T

South San ¥rancisco, CA 954 mso
UNITED STATES OF AMERICA

ey
a o -r- _ {PCT Rule 44.1)
ﬁﬂurﬁf-éifu:-dm
\EGA- ]| [apmonthiyam) 34 /05 /2006
Applicant's or agant’s file relerence
P2138R1 FOR FURTHERACTION  See paragraphs 1 and 4 below
Intemaional application No. e

v

PCT/US2005/027626 157 | femmontyesr) 04/08/2005 PU3BRYL
o wpand 0 Lo @ 105 Pue 10
GENENTECH, INC. DueDate  =zp AU O

1. m mwumwmmulmmmmmumnphmuulmum
Authority heve boen established and ans tranamitiad henswith.
Fling of amendments and siatement under Arficle 18:
The applicant is eniitied, If he 80 wishes, 1o amend the ciaims of the international Application (see Rule 48):

When? The tme Imit for Ming such snendmants is nonmally two montha rom e deie of mnamittel of tha
Inamational Bearch Raport.

Where? Directlyio the Iniemational Bureau of WIPO, 34 chemin des Colombatiss
1211 Gengva 20, Switrariand, Feacimis No.- (41-22) 338.82.70
For more detalied Instructions, see the notoa on the accompanying sheetl.

2. D The appicant s heraby notified that no Intemational ssarch report wil be established and that the declartion under
Article 17{2){g) i that effect end the written opinion of the intemational Gearching Authorhy are ransmitied henewith.

a D With regard to the protsst against peymant of {an) additional fes{s) under Fule 40.2, the appiicant s notifiad that:

E] the prolast togethar with the dectsion therson has bean transmitied 10 the Intemational Bureau together with the
appiicant's request o forward the texts of both the proleet and the decision thereon 1 the designatad Offices.

[] no decision has been made yet on the protedt; the sppilcant wil be notifiad aa soon 68 & decision fs made.

4, Pamninders

Shortly afer the xplivation of 18 months from the date, the intemational awlhubnﬂlhemulindbyln

imamational Buraayu. if the applicant wishes © postpona publicafion, & nolice of withdrawsal of the imtamational

q)plbdbn orulnplbmyuan mmmlmmamuwnmwu1mmm
tha compistion of the technical preparations for (memalional publicafion.

lpphntmwmmmaumulmemwndhlmmmmuh
II'I-I'IdbnlIBl.I'II.I The Inlsmational Bureau will sand a copy of such comments 1o al designeied Offices uniesa

imernational preliminary @eaminafion report has baen or ks 10 be establahed. mummuummb

the public but not bafore the expiration of 30 montha fram the prioriy date.

Within 18 months trom the priority dats, but onhly in respect of some designated Ofices, a demand for Intsmational prefiminary
examination must be fed I the spplicent wishes to postpons the entry info tha national phass unill 30 months from the priorily
daie (in aome Ofices sven later); otharwies, the appicant must, within 20 monthe from #he priarity daie, parform the prescribad
acts for eniry Mo the national phase bekore thoss designated Officas.

mmdmumummmmﬂtanu (or isker) will apply even If no demand le fled within 19

MNMMDFMWTIW1MHWMHIWHMMMWW s8e the PCT Applicant’s
Guide, Volume |, Naional Chaptars and the WIFO intemet sie

Name end maliing accress of the Iniemasional Beerching Authortty | Authortzed officer

— Pulml Offica, P.B. 5816 Patsntiaan 2
HV Rijewij Henriétte Huysing-Solles
Tel (+31-70) aqo-aoqo. Tx. 31 651 epo i,
Feor (+31-70) 340-3018

Form PCT/IBA/220 (January 2004) (See noles on accompanying shest)



NOTES TO FORM PCTISA/220

Thuwhlnlmbmuh-chmdmuwmuhﬂmmmﬂmmm 19.Tha
Nofes are based on the requirements of the Patact Cooperstion Treaty, the nmmmwummmmm-
unciar that Tresly. in cass of discrepency between these Notes and those requiremants, the letier are appiicable. For more
detaled Informetion, seq also the PCT Applicant’s Guide, a publcation of WIPO.

In theee Noies, "Articia®, "Rule”, and "Section” refer 1o the provisions of the PCT, tha PCT jafions and the PCT
Mlmmmw Rog

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

mwmmmmu mmmmmmmu imemational
Saarching Authority, one Mhmnﬂmmummm shtuld however ba amphasized
that, since all parts of ths Intemational appiication (claima.desacription and drewings) may be emended during the
imamational prelimingry examination pmcadure, ther |8 usually no nead to Ml amandments of the claims under Article 18
axcept whevs, 6 hmunmhhlﬁbhmbrmmmﬂmmenumm
reason for the claims belore Irtemational publication. Furthermore, It should be smphasized that provislonal
protacton i avidahio in soms Bimioe anly (ses PCT Appitants Guis, Amnaxes 81 and B2).

mmmumluMhmnhum-mmnmunmmumhm10mmlahnduhﬂ
the intsrnational Searching Authorlty has deciared, undar Arlicle 17(2), thet no iInlemational search report would be
established (see PCT Agpiicant’s Guide, Volume VA, paragraph 296).

What parie of the Interreiional sppliosiion may be amended?

Under Articia 109, only the ciaims may be amandacdl

During the inlemational phage, the ciaims may also be amandad (or further amandad) under Articie 34 bafore
the nlernaional Preliminary Examining Authorlly. The dascription and drewings may only be amended under
Asticle 34 belom tha Inisrmational Examining Authority.

Upnnmmmmmumuhmmmumdumwmu

or. where applicsbie, Aricle

When? anmunamummmuuumummcummum
daja, whichever ima Bmit axpires later. it should be nofed, however, that the amendments will ba considerad
@3 having bean recalved on time If they ane recaived by the Imamafional Buresu afier the expination of the
”rmmmumﬂmmuwmwmmm

Whero not 1o fils the arpendnents?

The amendments may only be fied with the Intemational Buresu and not with the receiving Ofice or the
intemational Searching Authority (Rule 48.2).

Whae a damend for inismetional proiminary xamination hes beenAs Med, 860 balow.

How? Ether by cancelling one or more entire claims, by adding ons or mone new clalms of by amending the tBxt of
ane or more of the claims e fled.

A replacement sheet must be aubmitiad for each shaest of the ciaima which, on account of an gmencment or
anandmants, ditiors from the sheot originally Med.

Al the ciaims sppearing on a replacemeant shest must ba numbered In Arabic numeraia. Where a claim is
canceliad, no renumbering of the other claima |s required. In all cesss whare claima are renumbersd, they must
be renumberad consacutively (Administraiive instructions, Bection 205(b)).

The amendments must be mads in the lsiiguage in which the nternslional appiication Is t be published.

What documents Rustmay sccoinpany the hendmants?
Latter (Section 205(b)k
The amendmants must be submittad with a lotter.

The Inlier will not be publshed with the imamational appication and the amandsad claims. it should not be
conhuned with the "Staiamant under Articls 19{1)” (sse beiow, under "Blatmnent undar Articie 19(1)").

The latiar must da in Engliah or French, &t the ahalss of tha sppiloant. Howewer, ¥ the lnguage of the
inlsmalienal appiication is Engllsh, the letter must be in English; H the langamge of the international applicsiion
s Fransh, the istiter must be in French.

Nokss © Form PCTABA/ZZ0 (Iret shoat) (anusry 2004)
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: ) PATENT COOPERATION TREA. ¥

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Artici 18 and Rulas 43 and 44)

APPICanTS Of 8QSNTS s Te18IBNce FOR FURTHER w0 Form PCTAGARIO

P2138R1 ACTION as wel a8, where appiicabls, lem 5 below.
IntSmationa application No. Tntamational fiing date (deemontvyesr) (Eartiest) Priorfty Deie (cymonthVyear)
PCT/UB2005/027626 04/08/2005 05/08/2004
Applcant

GENENTECH, INC,

tmemational search report has besn prepared by this internatonal Gearching Authority and ks tranemitied 1© the appllcam
mummnmbmgmmgnmmam

This intamational ssarch report consistaclatolalcf 7 sheats.
[X] s atao accompanisd by a copy of sach prior art document cited Ln this report.

1. Baals of the report
a. With regard ¥ the language, the intemaiional saerch was carriad out on the basis of:
the iniemationst appiication I the nguage In which & wes Bad
& fransiation of the intemational appicetion into , which s the
uammmmumum—m(mﬂmwam»

b. E With regand 1o any nucieotide and/or amino acid ssgquenos dscibsad in the intemational appiicalion, see Box No. 1.

2. [X] cortuin cisims were tound unsearchable (See Box No. 1)
3 [] unityofinvention is lncking {sse Box No i)

4. With regard 10 the Sits,
[X] the twd is approved s submitied by the appicent
[[1 e wext has been estsbishad by this Authorlty 10 read es folows:

&, Wit regard 1o the abstraot,
] e et e npproved as submitied by the sppiicant

the text has boen established, according o Rule 38. fhin R appears in Box No. V. Tha applicant
E m.wﬂtmmmhmuﬂhdmwdmﬁbmzwtmmmbmm

@. Wi regard ©© the drawings,
2 the figurs of e drawinge 1o be published with the abstract s FigueNo. 8
(X] s euggesnd by e appicent
[[] esssiectsd by this Authortty, because the appiicant taled 1 suggest a figure
[C]  seseiscted by this Authority, because this figure betier charactertsd the invention
b [] naneof the figures s to be publishad with the sbstract

Form PCTASA/210 (Tirst sheet) {Aprll 2005)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

imemational appiication No.

PCT/UB20D5/027626

Box No. | Nucleotide and/or amino acld sequance(s) {Continuation of ltem 1.b of the first shest)

1.

With regard io nucisolide and/or amino acld sequance disciosed In tha imemational application and necessary o the claimed
Imh.hlﬂnnhﬂwﬁmmmmhbﬂm:

a fype ol maeral
E 2 saquence lisiing
D fable(s) reiaind to tha saquence lsting

b. formal of mateal

E on paper

E In electronic form

c. tma of flingTumishing
[]  conainedin e imemasonsl appication ss fled
[] nedmgemerwin e mamatonal sppication In electronic form
fumnished subsecuently to this Authority for the purposs of seerch
E in addition, In the cass that more than one version of copy of a Sequance Esting and/or ralating thereto has boan Mad

fable
or fumishad, the required etatements that the information In the subsequent or adkiitional coplas Is identical to that in the
spplication as tiad or doas not go bayond the application aa flled, as appropriate, were jumnished.

Form PCT/IBA/21D [continuation of first sheet {1)) (Apr 2005)

wF
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

T

inemationgl applicstion No.

PCT/UB2005/0327626

Box No.lV  Taxt of the abstract (Comtinuation of itam § of the first shest)

uping these antibodies.

Therapeutic anti-c-met antibodies, and compositions comprising and meathods of

Fom PCTABA/210 (continuation of first sheet (3)) (Aprll 200S)
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PCT/US2005/027626
N eI RI6 28 - COJK16/46  A61K39/395  A61P35/00  C12N15/13

C12N1/21

According 1o inlernational Putant Classification (IPC) of ta buth national cisssification and IPC

'ﬁrmmwmwmm

Documentation sssrched other than minimum documeniadin ¥ the exionl that such docusmonts s incladed B the fekie ssarched

Elnctronic data bass conmuliod dring the inlemational search (nemo of date bano and, whase practicsl, ssarch lenma used)
EPO-Internal, WPI Data, BIOSIS, EMBASE, Sequence Search

C. DOCLAIENTS CONBIDERED TO BE AFLEVANT

Culagery* | Chafion of document, with indication, whare appropriats, of the refevant peessges Felsvant fo claim No.

X WO 96/38557 Al (GENENTECH, INC; SCHWALL, 1-54
RALPH, H; TABOR, KELLY, HELEN)

5 December 1996 (1996-12-05)

cited in the application

the whole document

& DATABASE Geneseq [Online]

4 March 1997 (1997-03-04), "Anti-HGF
receptor MAb 5D5 Fab 11ght chain.”
retrieved from EBI accession no.
GSN:AANO07528

Database accession no. AAWD7528

_/__
m Further decumants are lintad in the contimiaion of Box C. D Sae puiani lamily annex.
o —— T M e s e i v e
A" mwg-p-iﬂdh wat which Is nat cited 0 undarstess e rinciple or theary underying the
*E" oarlar documant bul published on or alier the intemational documen of pusticler misvanos; the alsimed Invention
b d:‘n:m mmmtm: * m"ﬁmm:ﬂm- illlnbdlll
ﬂﬂlbﬂdhlwlﬂlﬂlpl ol u.,-.n pastiouinr relovance; e clabnad invention
cialion or other spacial romson (2e epeciiied) v muhdmmum:rmm stap whon the
"0 documani aTing o &n ored cisclomie, use, exhititon or documeni Is combined with one or mose ofhar such docu-
other means mants, siach combination being cbvioue ip & person skilled
*P* documant publishecd prior 10 the ifteratianal g tate bt inthe mt
Iater than $a pricvlly dale ciabmed 'A" dooument member of the mme padent tandlly
Daie of he achil cormplaiion of the inlsrmnetionsl search Duts of maling of the inlamaiional sl report
2 May 2006 - . 30/05/2006
Narne and maling ackirgss of the 1BA/ Authovired officar
Enpesn Panei OfMce, P.B. 5810 Pelanitingh 2
{:'nh'i.;nwgvmummq.u
Fax: (+31-70) 340-3018 Luyten, K
Foun PCTASAMRID jasograt shwet) {Apd) 2005)
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" * 'inieremiionsl spplicstion No

| pct/us2005/027626
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CContimuation). OOCUMENTS CONSIDERED TO B RELEVANT

Catageey”

Clafion of doasnant, with indication, whee spproprisie, of e resvant pesssgws

Pulsvand 1o olsim No.

P,X

P,X

MORTON P A ET AL: "IN VITRO AND IN YIVQ

ACTIVITY OF FULLY-HUMAN MONOCLONAL

ANTIBODIES TO C-MET PROTEIN TYROSINE

KINASE™

PROCEEDINGS OF THE ANNUAL MEETING OF THE

AMERICAN ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH,

NEW YORK, NY, US,

vol. 44, July 2003 (2003-07), page 1116,

XP001194900

ISSN: 0197-016X

the whole document

WO 20047016769 A (ABGENIX, INC; GUDAS,

JEAN, M; HAAK-FRENDSCHO, MARY; FOORD,

ORIT; LIANG) 26 February 2004 (2004-02-26)

SEQ ID NO: 92

& DATABASE Geneseq [Onlinel

20 May 2004 (2004-05-20), "Human

:;t1—HCP—1 variable region 11ght chain
3.

retrieved from EBI accession no.

GSN:ADK52386

Database accession no. ADK52386

W0 2005/016382 A (PFIZER PRODUCTS INC;
ABGENIX, INC; MICHAUD, NEIL R; KAJIJI,
SHAMA; BOR) 24 February 2005 (2005-02-24)
exanples 1-13

WO 2004/072117 A (PHARMACIA CORPORATION;
MORTON, PHILIP, A; ARBUCKLE, J., ALAN;
EVANS, M) 26 August 2004 (2004-08-26)
examptes 1-10

LEE C V ET AL: "High-affinity Human
Antibodies from Phage-displayed Synthetic
Fab Libraries with a Single Framework
Scaffold"

JOURNAL OF MOLECULAR BIOLOGY, LONDON, &B,
vol. 340, no. 5,

23 July 2004 (2004-07-23), pages
1073-1093, XP004518119

ISSN: 0022-2836

cited in the application

the whole document

15-19,
24-34,
45-50

3840

15-19,
24-34,
45-54

15-19,
24-34,
45,51-54

1-54

Fasm FCTABAZ10 joominamtion af meaore] sheat) {Aprd 2008)
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tarnational application No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US2005/027626

Boxll Observations where ceriain claims wers found unsearchable (Continustion of lem 2 of firet sheet)

This Intemational Bsarch Raport has not been established In respect of certain claima undar Articie 17({2)(a) for the following ressons:

. [xl m"ﬁmuhmﬁ:ﬁwnammummwmmmm
Although claims 45 (partially) and 46-50 (a1l completely) are directed to a
method of treatment of the human/animal body, the search has been carried out
and based on the alleged effects of the compound/composition.

2. [ ] ciaima noa:
beceuss relate to parts of he Intemational Appiication that do not comply with the precribed requirements to such
mmﬂmmﬂmﬁllwnﬂmﬂhﬂmbmmm pre

3 Ciaims Noa.:
D bacauss thay are dependant claims and are not drefied in accondance with the second and thizd sentences of Rulo 8.4{a).

Box [ Obasrvations whers unity of invention Is lacking (Continuation of tem J of first sheet)

This Intamational Bsarching Authority found muitiple i'vermions in this inlsmational application, as follows:

1. D As all required additional ssarch feea wem timely paid by the appliicant, this Inlamational Search Raport covers &l
saarchable claims.

2, D As all ssarchabls claima could be ssarched without effort justiying en adkitional fee, thia Autharity did not invite paymant
of any ackiitional fea.

3, As anly soma of the required additional saarch fa6s wars imaly paid by the spplicant, this [nternational Search Report
covera only thoss cisims ior which fees were paid, epacifically clalms Noa.:

4. No ired addiionnl sasxch fees imi the t , this iImamational Baarch . 1
(1 o et acetvonn mar o wor ey psc o apeacant. Conmmery Fagort

Remark on Protast Dmuﬂmmummwhwnm

D No protest accompanied the payment of additional ssarch fess.
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B BoxNo.|  Basis of the opinion
[ BoxNo.ll  Priorty

E Box No.lll Non-estabiishrnent of opinion with regard io novelty, inventive step and Industrial npphlblllty
O Box No. IV Lmck of unlty of Invention

Bl BoxNo.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(u)(l) with regard to noveity, Inventive step or industrial
applicabliity; cltationa and explanations supporting such statement

B BoxNo.Vl Certaln documents clied

O Box No. Vil Certain defects In the Intemational ppiication

& Box No. Vil Caririn chservations on the International application
2. FURTHER ACTION
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If this opinion |s, as provided above, considerad 1o be a wiittan apinion of the IPEA, the applicant Is Invited to
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Fax: ¥31 70 340 - 3018 Telephone No. +31 70 340-8024 "
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WRITTEN OPINION OF THE international application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAS2005027626

Box No.1 Basis of the opinion
1. With regand to the language, this opinion has baen sstablished on the baais of.
E the ntematlonal application in the language in which & was filed

O a translation of the intemational application into  , which Is the languagse of a transiation fumished for the
purposes of international search {(Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. With regard 10 any nucieotide andor aminb acld sequence disciosad in tha intemational application and
necessary to the clalmed invention, this opinion has been establiahed on the basis of:

a.type of material:

E asequence listing
O table(s) related to the sequence listing
b. format of material:
® on paper
B in elsctronic form
¢. fime of flingfumishing:
{0 contained in the intemational appiication as filed.
O fied together with the intemnational application in electronic form.
@ fumished subsaquently o this Authority for the purposes of search.

3. B In addition, in the case thal more than one version or copy of a sequence listing andior table relating thersto
has bean filed or fumished, the required statements that the information in the aubsequent or additional
copies is kiantical to that in the application as flled or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished.

4. Additional comments:

Form PCTASA/237 (Apl 2006)



WRITTEN OPINION OF THE Intermational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAJS2005027626
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Box No. [l  Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
spplicabliity

The questions whether the ciaimed Invention appears 10 be novel, to involve an inventive etep (o be non
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of

O the entire international application

® claime Nos. 1-34 (all partially). 45 (partially) and 48-50 (all compistely) with respect to industrial appiicabllity
becausa:

® the said intemnational application, or the aeid claims Nas. 45 (partially) and 46-50 (all compietely) with
respect to industrial applicabliity relate to the following subject matier which does not requira an
intemational search (specify):

oo ssparato sheet

the description, claime or drawings (indicale particular elements below) or sald claims Nog. 1-34 (all
partially) are 80 unclear that no meaningful opinion could be formed (apecify):

soe saparats shaet

K the claims, or sald claims Nos. 1-34 (all partially) are 80 Inadequately supportsad by the description that no
meaningful opinion could be formed {apecily):

soo separate sheet

a

no intemational search repon has been established for the whole application or for sald claima Nos.

0 a meaninglul opinion could not ba formed without the sequence listing; the applicant did not, within the
preacribed time Emit:

u) fumish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not avallabie to the International Searching
Autharity in a form and manner acceptable to It

O fumish a sequence lsting In electronic form complying with the standard provided for in Annex C
of the Administrative Instructions, and such listing wasa not avaliable to the International Searching
Authority in a form and manner acceptable to R

O pay the required late fumishing fee for the furishing of a sequence listing in response to an
invitation under Rules 13er.1(a) or (b).

O a meaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the
did not, within the prescribed time limi, fumiah auch tables in electronic form complying with the technical
requirements pmvﬁied for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not
avaiable to the Intemational Searching Authority In a form and manner acceptabis o it.

O the tables relaled to the nuciectids andbr amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not
comply with the technical requirements provicied for in Annex C-bis of the Administrativa instructions.

O See Supplemental Box for further datalls

Form POTABA/ 237 (April 2008)
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WRITTEN OPINION OF THE International application Na.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAJS2005027626

Box No.V Reasonod statament under Rule 43bis.1(a){() with mglrdto novelty, Inventive step or
industrisl appliceblilty; ciiations and explenstions suppotiing such statement

1. Statement
Novelly (N) Yes: Claims 1-14, 20-23, 36-37, 42-44 and 48
No: Claims 15-19, 24-35, 38-41, 4547 and 48-54
Inventive step (IS) Yas. Claims
No: Claims 1-54
inclustrial applicabllity (1A) Yes: Claims 1-44, 51-64

No: Claims

2. Citations and explanations
880 separste shoet

Box No. Vi Certaln documents clied

1. Certaln published documents (Rules 43bis.1 and 70.10)
and /or

2. Non-written disclosures {Rules 43bis.1 and 70.9)
see form 210

Box No. Vil Certain obsarvations on the international application

The foliowing observations on the clarity of the claima, deacription, and drawinge or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

00 soparats shest

Form PCTASA/Z3Y (Aprl 2008)
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WRITTEN OPINION OF THE international application No.
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2005/027626
SECTION lll

1  The antibodies of claims 1-14 and 20-23 are defined by comprising "at least one
variant HVR, wherein the variant HVR comprises modification of at least one
residue”®, therefore claims 1-14 and 20-23 relate to an extremely large number of
possible antibodies. However, the description does provide support and disclosure in
the sensae of Article 6 and 5 PCT for only a very small proportion of the antibodies
claimed (Examples and Figure 4; see also Section Vil 1.1-1.2).

Claims 15-19 and 24-34 relate to a humanized anti-c-met antibody which has a given
desired property or effect. Support and disclosure is given for only a few antibodies
having sald property or effect and it is not known to the person skilled in the art which
humanized anti-c-met antibodies will have said properties (see Section VIII, 1.3).

The non-compliance with the substantive provisions Is to such an extent, that the
search of claims 1-34 was restricted to the specifically disclosed 5D5 varnants which
have a higher affinity than the monovalent affinity of murine 5D5 (8.3 nM; description
page 97, last ine; Figure 4), i.e. the 5D5 variants #92, #78 (=rhuOA-5D5.v2), #75 and
#95 (the search was done basad on the sequence information avallable for these
variants).

2 Claims 45 (partially, as far as an in vivo method is concemed) and 46-50 (all
completely) relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinlon will be formulated with
respect to the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article

34(4)(a)(l) PCT).
SECTION V
1 PRIOR ART

1.1 Reference Is made o the following documents:

D1: WO 96/38557 A1 (GENENTECH, INC; Schwall, Ralph, H; Tabar, Ketly, Helen)

Form PCTABA/237 (Separats Shest) {Shest 1) (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE intarnational appiication No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2005/027626

5 December 1996 (1996-12-05) cited in the application
D2: Morion P A et al: "in vitro and in vivo activity of fully-human monocional
antibodies to c-met protein tyrosine kinase” Proceedings of the Annual Meeting
of the American Association for Cancer Research, New York, NY, US, vol. 44,
July 2003 (2003-07), page 1116, XP001194800 ISSN: 0197-016X
D3: WO 2004/016769 A (ABGENIX, INC; Gudas, Jean, M; Haak-Frendscho, Mary;
Foord, Orit; Liang) 26 February 2004 (2004-02-26)
LEE C V et al: "High-affinity Human Antibodies from Phage-displayed Synthetic
Fab Libraries with a Single Framework Scaffold” Journal of Molecular Blology,
London, GB, vol. 340, no. 5, 23 July 2004 (2004-07-23), pages 1073-1093,
XP004518119 ISSN: 0022-2838 cited in the application

®

1.2 Document D1 discioses the production and characterization of the murine anti-c-met
antibody 5D5, and the DNA cloning, sequencing, expression (E. colj) and
characterization of the 5D5 Fab (Examples 1-2 and 10-15). SEQ ID NO: 1-6, 183-185
and 191-192 of the present application are 100% identical to the HVRs of 5D5. D1
also discloses a method of inhibiting c-met activated cell proliferation, wherein BaF3
celis expressing human c-met are contacted with the 5D5 Fab and block cell
profiferation in the presence of HGF (hepatocyte growth factor) (Example 9A). D1
suggests and claims the use of an c-met (HGF receptor) antagonist, e.g. an antibody,
for treating cancer (whole document).

1.3 Document D2 discloses human anti-c-met antibodies (scFvs) that inhibit binding of
hepatocyte growth factor to c-met with an IC50 of less than 50 nM. D2 also discloses
fully-human anti-c-met IgG1 with an affinity for c-met in the range of 0.8 to 55 nM
measured using a BlAcore assay. These antibodies compete with HGF for c-met
binding at 0.45-2.9 mM. The anti-c-met IgGs of D2 stimulate c-met activity, and only
inhibit c-met dependent cell proliferation at concentrations higher than 100 nM. D2
furthermore suggests the use of affinity-matured monovaient versions of fully-human
c-met IgG to modulate c-met activity in human cancers (whole document).

1.4 Document D3 discloses an anti-MCP-1 antibody comprising a light chain variable

domain, which comprises HVR2-LC/SEQ ID NO: 184, FR4-LC/SEQ ID NO: 182, and
the CL1 sequence according to SEQ ID NO: 188 of the present application (D3, SEQ

Form PCTABA/237 (Separuie Shewt) (Shewt 2) (EPO-Aptll 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE Intemnational application No.

INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2005/027626
ID NO: 92).

1.5 Document D4 discloses a method for the affinity maturation of human antibodies by
using HVR (CDR) diversity libraries. This approach was used to select an
anti-mVEGF antibody with sub-nanomolar affinity (0.016 nM) (whole document).

2  NOVELTY (Art. 33(2) PCT)

2.1 The anti-c-met antibody of D1 contains the six HVRs according to SEQ ID NO: t to 8,
but does not contain a variant HVR. Therefore, claim 1 is novel over D1. No other
document appears to disclose an anti-c-met antibody with a variant HVR-H3
according to the SEQ ID NO: 175 to 178 (5D5 variants #92, #78, #75 and #95). Thus,
claims 1-14 and 20-23 appear, to be novel. Though, note that claim 1 has been
searched only partially due to lack of clarity and support (see Sections il and VIIil).

2.2 The humanized anti-c-met antibodles of independent claims 15, 16, 24, 27 and 30
are defined by the result to be achleved, whereby the desired functions, "monovalent
affinity for human c-met”, "inhibits binding human hepatocyte growth factor to its
receptor”, "inhibits human hepatocyte growth factor (HGF) receptor activation®, or
“inhibits c-met-dependent cell proliferation® are compared to a reference antibody.
The human antl-c-met scFvs and IgGs of document D2 have not been tested in
comparison with the same reference antibody as In the application, however, it
appears that their affinity for human c-met and binding inhibition (IC50) fall within the
same range as for the antibodies of the examples and the antibodies as claimed.
Therefore, claims 15-19, 24-26 and 33-34 are not novel over D2. Although, the anti-c-
met IgGs of D2 stimulate c-met activity, and only Inhiblt cell proliferation at
concentrations higher than 100 nM, no data are provided in D2 with respect to the
anti-c-met scFvs and their effect on c-met activation and c-met dependent cell
proliferation. But, the anti-c-met scFvs might have the functional features of the
antibodies of claims 27-32, and therefore D2 also anticipates the novelly of claims
27-32.

2.3 The 5D5 antibody of document D1 comprises a heavy chaln variable domain
comprising HYR1-HC and HVR2-HC (SEQ ID NO: 191 and 192) and a fight chain

Form PCTASA/237 (Separute Shewt) (Shest 3) (EPO-Apdl 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE Intemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2005/027626

24

2.5

26

2.7

variable domain comprising HVR1-LC, HVR2-LC and HVR3-LG (SEQ ID NO: 183-
185). Therefore, D1 anticipates the novelty of claims 35, 38 and 41. D1 does not
comprise any of the framework (FR) or constant reglons (CH1, Fc) of claims 36 and
37, therefore claims 36 and 37 appear to be novel over D1. The 5D5 antibodies of D1
are either monovalent (Fab) or comprise an Fc reglon (IgG1/Kappa), but D1 does not
disclose an 5D5 antibody that is both monovalent and comprises an Fc region.
Therefore, claims 42-44 are novel over D1. D1 also disclose the nucleic acid
encoding a 5D5 antibody, a host cell carrying said nucleic acid and compositions
contalning a 5D5 antlbody. Thus, claims 51-53 are not novel over D1. Since, the term
“carrier” is very broad and also covers a buffer, D1 also anticipates the novelty of
claim 54.

The anti-MCP-1 antibody of document D3 comprises a ight chain variable domain,
which comprises HVR2-LG/SEQ ID NO: 184, FR4-LC/SEQ ID NO: 182 and the CL1
sequence according to SEQ ID NO: 1886, therefore D3 anficipates the novelty of
claims 38-40.

The method of inhibiting c-met activated cell proliferation using the anti-c-met 5D5
Fab as in D1, anticipates the novelty of claim 45.

Due to the broad definition of the disease (disease associated with dysregulation of
the HGF/c-met signaling axis {claim 46); proliferative disorder (claim 49)) and/or the
antibodies, the use of an anti-c-met antibody as in documents D1 and D2 for treating
cancer, anticlpates the novetly of claims 46-47 and 49-50. Though, neither D1 nor
disclose the use of an anti-c-met antibody for treating lung cancer, brain cancer,
kidney cancer, gastric cancer, colorectal cancer and/or pancreatic cancer. Therefore,
claim 48 appears to be novel over D1 and D2,

Thus, claims 1-14, 20-23, 38-37, 42-44 and 48 appear io be novel. Though, the
present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because the
subject-matter of claims 15-19, 24-35, 38-41, 45-47 and 49-54 is not new in the
sense of Article 33(2) PCT.

INVENTIVE STEP (Art. 33(3) PCT)

Form PCT/ISA/237 (Separaie Sheet) (Sheet 4) (EPO-Aprll 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE Interniational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2005/027626

3.1 Document D1 is regarded as being the closest prior art to the subject-matter of claims
1-14, 20-23, 36-37, 42-44 and 48.

3.2 Sald claims differ from document D1 in that the sequence of the (anti-c-met) antibody
is different (claims 1, 36-37, 42-44) or that the cancer to be treated is lung cancer,
braln cancer, kidney cancer, gastric cancer, colorectal cancer or pancreatic cancer
{claim 48). The effect of these differences Is not known. The problems to be solved
by the present invention may therefore be regarded as providing an altemative anti-c-
met antibody (claim 1), providing an alternative antibody {claims 36-37, 42-44) or
selecting a cancer to be treated with an antibody {(clalm 48).

3.3 The solutions as in claims 1, 36-37 and 42-44 are not solving the problem posed,
since the antigen-binding domain of the antibodies is not fully defined. Only
antibodles of which the full heavy and light chain variable regions are defined can be
considered to have the characteristics and properties of the antibodies exempiifled In
the application (see also Section VIll, 1.1-1.2). For the same reasons claims 2-14,
20-23 are not solving the problems posed.

3.4 The solution as In claim 48 is also not solving the problem posed, since there is no

support in the description for the medical use of the broad range of antibodies of
clalm 48.

3.5 If a new independent claim would be provided that Is limited to fully-defined
antibodies with support in the description, i.e. humanized anti-c-met antibodies
comprising & light chaln variable domain and a heavy chain variable domaln of one of
the following 5D5 variants: #92, #78, #75 or #95 (see Figure 4), whereby the
antibodies are defined by the full sequence of both the heavy and light chain variable
domains by means of the relevant SEQ ID NOs, an inventive step would still be
missing for the following reason:

TN
I

Saki claim would differ from document D1 In that the anti-c-met antibody contains a
human framework and that the HVR-H3 differs in sequence. The effect of the
different HVR-H3 sequence is that said antibodies have a higher affinity than the

Form PCTASA/237 (Separate Sheef) (Shest 5) (EPO-April 2005)
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INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2005/027626

murine 5D5 of D1. The problem to be solved by the present invention may therefore
be regarded as providing a humanized antl-c-met antibody with a higher affinity than
the murine 5D5 (8.3 nM). D2 already discloses human anti-c-met antibodies with an
affinity of 0.8 nM. Moreover, methods for affinity maturation of antibodies are known
to the person skilled In the art. For example in document D4 picomolar affinities,
0.016 nM, were obtained for an anti-mVEGF Fab. Thus, it wouki be a routine
procedure for the person skilled In the art to produce, starting from the murine 5D5, a
humanized anti-c-met antibody with a higher affinity than 5D5. Therefore, said
antibodies do not Involve an inventive step.

Though, If the antibodies of the present application woulkd show a surprising effect in
vivo, |.e, If they would be more efficient in an in vivo pancreatic tumor model than the
murine 5DS, then the antibodies and the use of said antibodies for preparing a
medicament would be inventive. However, the present application lacks comparative
experimental data to support a surprising effect.

3.6 In view of the above, the present application does not meet the requirements of
Article 52(1) EPC, because the subject-matter of claims 1-14, 20-23, 36-37, 42-44
and 48 does not involve an inventive step in the sense of Article 56 EPC.

4 INDUSTRIAL APPLICABILITY (Art. 33(4) PCT)

4.1 For the assessment of the present claims 45-50 on the question whether they are
industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The
patentabliity can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
example, does not recognize as industrially applicable the subject-maitter of claims to
the use of a compound in medical treatment, but may allow, however, claims to a
known compound for first use in medical treatment and the use of such a compound
for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

SECTION VI

WO 2005/016382 A (PFIZER PRODUCTS INC; ABGENIX, INC; Michaud, Nell R;
Kajifi, Shama; Bor), 24 February 2005 (2005-02-24), Filing date: 4 August 2004,

Form PCT/SA/237 (Ssparaie Sheef) (Sheet 8) (EPO-Aprl 2005)
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Priority date: 4 August 2003.

WO 2004/072117 A (PHARMACIA CORPORATION; Morton, Philip, A; Arbuckle, J.,
Alan; Evans, M), 26 August 2004 (2004-08-28), Filing date: 11 February 2004,
Priority date: 13 February 2003.

Form PCTASA/Z37 (Separuin Sheef) (Sheet 7) (EPO-Aprl 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE Intemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2005/027626
SECTION Vili

1 CLARITY AND SUPPORT (An. 6 PCT)

1.1 An antibody |s structurally made of two light and two heavy chains and the
combination of the heavy and light chain variable regions confars the antigen-binding
properties. As is shown in the present examples, changing just one amino acid
residue in either one of the HVRs or in one of the framework sequences can
drastically change the antigen-binding affinity or even abolish binding of the antibody.
Therefore, to define an antibody by structural features, the sequence of the full heavy
and light chaln variable regions of the antibody should be specified. However, in
claims 1-14, 20-23 and 35-44 the variable regions are only partially defined.
Therefore the antibodies are not clearly defined and claims 1-14, 20-23 and 35-44 do
not meet the requirements of Article 8 PCT.

1.2 Claims 1-14, 20-23 and 35-44 are not only unclear, they are also very broad due to
the different possible variations as a result of expressions ke e.g. "at least one
HVR®, "at least one variant HVR®, "modifications of at least one residue®, "at least a
partion®, “substitutions In any comblnation of the following positions®, “variable
domaln comprigsing HVR1, HVR2, and/or HYR3" and "comprises one or more
mutations”. However, the antigen-binding properties of all these possible antibodies
are not disclosed, affinity data are only provided for selected clones (see Figure 4).
Therefore, claims 1-14, 20-23 and 35-44 lack support. Also claims 50-54 related to a
nucleic acid, host cell or composition comprising an antibody of any of said claims are
not supported.

1.3 Claims 15-19 and 24-34 do not meet the requirements of Article 8 PCT in that the
matter for which protection is sought is not clearly defined. The claims attempt to
define the subject-matter in terms of the result to be achieved, "wherein monovalent
affinity of the antibody to human c-met is substantially the same as/at least 3-fold
greater than monovalent affinity of a reference antibody”, "inhibits binding human
hepatocyte growth factor to Its receptor better than a reference antlbody®, "inhibits
human hepatocyte growth factor (HGF) receptor activation better than a reference
antibody”, or "inhibits c-met-dependent cell proliferation better than a referance

Form PCTA8A/237 (Separate Eheet} (Bhest B) (EPO-Aprll 2005)
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INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2005/027626

antibody” wherein the reference antibody comprises a light and heavy chain variable
sequence according SEQ ID NO: 9 and 10. This merely amounts to a staternent of
the underlying problam, without providing the technical featuras necessary for
achieving this result. Therefore, sald claims lack clarity and support.

1.4 Claims 45-49 are not supported by the description as required by Article 6 PCT, as
their scope is broader than justified by the description and drawings. The reasons
therefore are the following: the description only provides support for a method of
Inhibiting c-met activated cell profiferation, comprising contacting a cell with antibody
rhuOA-5D5.v2 (claim 45) and the use of antibody rhuOA-5D5.v2 for treating
pancreatic cancer (claims 46-49).

1.5 Inthe medical use claims 46 and 49 the therapeutic application is functionally defined
by a mechanism of action (disease associated with dysregulation of the HGF/c-met
signaling axis; proliferative disorder) which doee not allow any practical application in

the form of a defined, real treatment of a pathological condition (disease). Therefare,
sald claims are unclear.

1.6 Claims 15-186, 24, 27, 30, 35-40 and 44 do not meet the requirements of Rule 6.2(a)
PCT, since they contain references to the Figures, There is no reason to refer to the
Figures, since the technical features can be defined by the SEQ ID NOs.

1.7 Since It Is unclear whether features within parentheses in the claims are limiting or
not, the use of brackets in the claims shoukd be avoided.

1.8 The application does not meet the requirements of Article 6 PCT, because claims 1-
54 are not clear and/or lack support.

Form PCTASA/237 (Saparuis Shest) (Shaat 8) (EPO-Aprl 2005)
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Dockst No. PR2138
ASSIGNMENT

WHEREAS, Mark 8. Dannis, a citizen of United States of America, residing at 120 Plymouth,
San Carios, Callfomia 84070 (heroinafter "ASSIGNOR"), has Inventad a new and useful invention in

HUMANIZED ANTHCMET ANTAGONISTS

for which a provisional application Serial No. 80/5968,981, if recelved (Docket No. PR2138) has been
flled by him on 05 August 2004; and

WHEREAS, GENENTECH, ING., a comporation organized and existing under and by virtue of
the laws of the State of Delaware, having a piace of business at 1 DNA Way, South San Francisco,
Califomia 840804890, ia desirous of acquiring an interast in and to sald invention, and in and to the
Lettere Patents to be obtalned therefor;

NOW, THEREFORE, be it known by all whom it may concemn;

That for good and valuable consideration the receipt of which Is hareby acknowledged, the sald
ASSIGNOR have and do hereby sell, assign, transfer and set over unto the sald GENENTECH, INC.,
its successors and assigns, the full and exclusive right, title and Interest Including all rights under the
Paris Convention for the Protection of industrial Property, in and to sald invention, and in and to any
and all Lettera Patents to be granted and issued therefor or any continuation, division, renewal, or

substitute thereof, and as to Letters Patents any relasue or re-examination thereof, not only for, to, and’

inthe United States of America, lts teritories and possessionas, but for, to and in all other countries; and
it has been and is hereby authorized and requested that the appropriate government agencies Issue
said Letters Patents to said GENENTECH, INC., In accordance with this Assignment.

Sald ASSIGNOR covenants and agress to cooparate with GENENTECH, INC., to anable sald
GENENTECH, INC. to enjoy to the fuliest extent the right, title and interest hereln conveyed In the
United States and foreign countries. Such cooperation by sald ASSIGNOR includes prompt production
of pertinent facts and documents, giving of testimony, execution of petitlons, caths, specifications,
declarationa or other papara, and other assistance all to the extent deemed necessary or desirable by
sald GENENTECH, INC., (a) for pérfecting the right, title and Interest hereln conveyed; (b) for
prosecuting any of sald applications; (¢) for fillng and prosecuting applications for relssuance of any
of said patents; (d) for interference or other priority proceedings Involving saki Invention; and (s) for
legat proceedings involving said invention and any applications therefor and any patents granted
thereon, Including without imitation opposiion proceadings, cancellation proceadings, priority contests,
public use proceedings, Infringement actions and court actions; provided, however, that the expense
incurmed by sald ASSIGNOR In providing such cooperation shall be paid for by said GENENTECH,
INC.

The terms and covenants of this assignment ehall inure to the benefit of sald GENENTECH,
INC., s successors, assigns and other legal representatives, and shall be binding upon said
ASSIGNOR, thelr respective heirs, legal representatives and assigns.

Said ASSIGNOR hereby warrants and represents that he has not entered and will not enter into
any assignment, contract, or understanding In confiict herewith.

IN WITNESS WHEREOF | undersign as %; {/’J
South San Franciaco (2. l{&‘ﬂ
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SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Couhtry: 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 Californla

4. bears the seal/stamp of AIDA MICLAT GUIAM, Notary Fublic,
State of California

CERTIFIED

At Sacramento, Callfornia

the 15th day of December 2005

by Deputy Secretary of Stéto, State of California
No. 267083 |

Seal/Stamp: —

© ™ N & O

10. Signature

Secretary of State
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Brigard &« Castro
BOGOTA - COLOMBIA
PODER POWER OF ATTORNEY
Yo (nosotros) | We) Genentech, Inc.
1DNA Way
domicillado(s) en domiciled In mmmwmhmm

Nombro(amos) a2 JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
wo BEATRIZ JARAMILLO  yo CARLOS H. PALACIO
EASTMAN yo HECTOR QOMEZ MEJIA, de Bogotd,
Colombla, apoderadoa verdaderos y legales con poder
aspecial, ampiio y suficlents, para recabar da las oficinas y
vlforidades colombianas administratives, judiclalee y de
policfa, an cualquier instancla o recurso, la obtencidn de
patentas’ de invencidn, regietroa de marcas, dsefios
- Industriales, modelos de utilidad, depésica de nombres
comercieles y ensefias, registros de derachos de autor y
contraios sobre los mismos, obtencién de ceriificados de
obtentor de variedades vegetales, as/ como sus prérogas,
renovaciones, anotaciones de traapaso, camblos de nombre
y'o domicllio; elsborar, tramitar y reglstrar contratos de

llcancla y licanclas de cualesquliera clases; Intervenir como:
demandante 0 como demandado sn cualquier Instancla vy~

. "scurso ante cuelquier juez, corporacién, funclonario piblico
2 autoridad en acclones judiciales, adminisirativas y de
icfa tales como: oposicionss al registro de marcas;
nes de caducidad, cancelacién y nulidad; acciones
relvindicatorias, acciones derivadas de la obtencibn o
explotacién de licanclas; acclones de compelencia desleal;
démandas penales; acclones de indemnizecidn de
perjuicios, reclamos y cbeervaciones a soficludes de
" patentes, diseflos industriales, modelos de utilidad, en ef
ejercicio de medidas cautslares y en oiras acciones o
medidas similares,

A este electo, lo{s) facuito(amos) para elevar solicitudes,
formular descripcionas, enmiendas, protestas,
declaracionss, oposiciones, cancelaciones, nulidades,
apelaciones y reclamos; pagar Impuestos, cuotas y
gravimenes presciitos por la ley; renunclar o desistr a
derechos concediics o en cursa de concesién; rechir toda
Clase de documentos y vakres, dando el descargo
{ respectivo, y, en general, para dar ante dichas autoridades

" “'todoa los pasos necesarios al efecto indicado y tomar todas

las medxias que creyeren conducentss al resguardo de mia
nuestros Interesas), con todas las demds faculiades legales

e

. Este poder comprende la facultad dg ratificar o confirmar en
ml (nuestro) nombre lo actuado asl como la facultad de
deslstir, transigir, comprometer, y la de sustituido en todo,o
en parte y revocer sustituciones. Asimismo nombro{amos)
& JUAN PABLO CADENA SARMIENTO yo BEATRIZ
JARAMILLO wo CARLOS H. PALACIO EASTMAN yo
HECTOR GOMEZ MEJIA, domicllado(s} en la Carera 7
No. 16-56 Pleo 8, mis (nuestroa) apoderados en Colombla,

- con facutades para rechir notificaciones vy designar
apoderados judiclales o extrajudiciales.

Ctorgado y fimeado en
hoy - de

Firna

Nombre

Cargo

this

Haraby appoints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
andior BEATRIZ JARAMILLO and/or CARLOS H.
PALACIO EASTMAN and/or HECTOR GQOMEZ MEJIA, of
Bogoté, Colombla, my (our) true and lawful attomeys with
special, ample and sufficient power to obtain from the
Colomblan administrative, Judiclal and police offices and
authorities, In any Instance, priviieges of patents of
invention, reglstration of trademarks, industrial deeigns and
utlity models; registration of commercial names and
emblarns, registration of copyright and contracte related
thareto, cortificates of obtalnars of vegetablas varleties, as
well a8 extensions, renewale and recordal of assignments
and changes of name and domicile related to the above; to
prapare, prosecute and reglstsr licanssa of any kind; to act
an plaintiff or defendant in any Instance or recoursa, and
before any |udge, comporation, public officlal or authority in
judicial, administrative and police actione, such as:
oppositions to the registration of tredemarks; caducity,
cancellation and nulllly actions; claim actions darived from
the obtalning or explotation of licerses, action of unfalr
competition; criminal proceedings, actions for payment of
damages: claims or observalions on patent applications,
modeta, industrial designs and utility modelds; in the exercise
of proventive measurse and In other actions or similar
procesdings.

To that effect they heneby empowered to file applications,
formulete descriptione, amendments, protasts, daclarations,
oppoeitions, cancellations, nulfiles, appeals and claimes; to
pay taxee, quoias and assessments prescribed by law,
renounce or walve the rights grantad or In the process of
granting; to receive all kinds of documents and valuables,
giving the reapsctive relwass of receipt, and, In general, to
take befors seid authoriies the necessaty steps 10 such
effect, and any measures that they may deem pertinent to
the eafeguard of my (our) Interest(s) with all the other
neceasary legal powers.

This power Includes the faculty to ratify or confirm deslst,
esttle and compromise an my (our) behall, and to substitute
this power in whole or in part and to revoke substiiutions. At
the same tme | (We) hereby appoinis JUAN PABLO
CADENA SARMIENTO and/or BEATRIZ JARAMILLO
and/or CARLOS H. PALACIO EASTMAN and/or HECTOR
GOMEZ MEJIA, domiclled in Carrera 7 No. 18-568, Piso 9,
my ({our) aitomey(s) in facl, with powers io recsive

end to designate judiclal and extrajudicial
sttomays.

So-u-th San annm, California
Granted and signed in  USA

6th Dncnnbm

Signature

Name Timothy R, Schwartz, Ph

Tite 3ection Patent Counsel
Authorized Corporate Signatory
Gm'tem:l;chj Ine,
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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.

Dated Sean A. Johnston

Vice President,Intellectual Property
Genentech, Inc.
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TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Poder otorgado por Genentach,
Inc. domiciliada en 1 DNA Way, South San Franclaco, Callfornla 94080-4990,
Estados Unidos de América.

ESTADO DE CALIFORNIA
SECRETARIA DE ESTADO

APOSTILLA
. (Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

1 Pals: Estados Unidos de América
Esta documento publico
2. ha sido fimado por AIDA MICLAT GUIAM
3. actuando en capacidad de Notario Plblico, Estado de California
4, lleva el sellotimbre de AIDA MICLAT GUIAM, Notario Publico
Estado de Caiifomia

CERTIFICADO

5. en Sacramento, California

6. el 15 de diciembre de 2005

7. por el Secretario de Estado Delegado, Estado de Califomia
8.  No.267083 |

9. Sello/Timbre

10. Firma

v
(Firma)

Secretario de Estado
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RECONOCIMIENTO TODO-PROPOSITO DE CALIFORNIA

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

El 8 de diciembre de 2005, ante mi, AIDA MICLAT GUIAM, apareclé personalmente
Thimoty R. Schwartz

0 a quien conczco parsonalr'nanta

quien demostré ante ml en base a
evidencia satisfactoria aer la persona cuyo

Hay un ssflo que dice: nombre esta suscrito en el instrumento y
ggﬁlglgw 3;’;‘52 quien reconocid ante mi que ejecutd el
Notario Pablico-Callfomnia mismo en su capa.cidad autorizada, y que
Condado de San Mateo por su firma en el instrumento la persona o
MI comisién expira Dic. 8 de 2007 Ia entidad a nombre de |a cual la persona

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

OPCIONAL

.Amhhhmaﬂ-ﬁm-m”hhr.mmnmmhmuahmmdﬂmhym
prevenir la mmocién y readhesién fraudulania de esta forma a oiro documents

Descripcion adicional de cualquler documento anexo
Tltulo o tipo de documenta:
Fecha del Documento: : Namero de paginas:
Firmante(s) diferente(s) a (los) nombrado(s}) arriba:

Capacidad(as) Relvindicada(s) por el (los) firmante(s)
Nombre dal fimante;
O  Indviduo

Funclonario Corporativo — Tiulo{s):

Sacio - O Limitado CJ General Hualla Indice

Fideicomisario Paris aka dol dedo aqul
Guardldn o conservador

a

O

O Abogado de hecho derecho del fmante
O

a

O Obo:

" El firmanta representa:




~

AUTORIZACION

Genentech, Inc. por ia presente autoriza a cualquiera de Janet E. Hasak, Mark T.
Kresnak, Jeffrey S. Kubinec.: y Thomity R. Schwartz, mlentras permanezcan como
empleados de Genentech, Inc., a ejecutar, a su nombre, cualquier solicitud
asociada con presentacion, procesamiento, consecucién, y extensiébn y
mantenimiento de concesion de solicttudes de patente y marca registrada en los
Estados Unidos y paises extranjeros, contratos relacionados con depdésitos
biolégicos con la Coleccién 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 (Fima)
Fechado Sean A. Johnston
Vicepresidente, Propiedad Intelectual
Genentech, Inc.

ue'



TRADUCCION AL ESPAROL del Certificado de Incorporacién de Genentech,/Inc.

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

1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento publico
2, ha sido firnado por Harriet Smith Windsor .
3. actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware
4, lleva el selloftimbre 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
8. No. 0254030

8.  Selloftimbre ' 10. Firma

Harriet Smith Windsor (Firma)
Secretaria de Estado

ub\



DELAWARE
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADQ DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO VUELTO A
REDACTAR DE "GENENTECH, INC", PRESENTADQ EN ESTA OFICINA EL‘
VIGESIMO SEGUNDO DIA DE JULIO, A. D. 1999, A LAS © EN PUNTO DE LA
MANANA.

Hamjet Smith Windsor (Firma)
Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 3800384
FECHA: 05-24-05

ub?



CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR
CERTIFICADO DE INCORPORACION
GENENTECH, INC.

Genentech, Inc (la "Corporacién®), una corporacién olg‘anlzada y existente
bajo y por virtud de la Ley General de Corporacian del Estado de Delaware, por la
presente corrige el Certificado de Incorporacién, el fue presentado originaimente el
23 de diclembre de 1986, bajo el nombre *"Genentach Delaware, Inc.”, y c;m'agldo
subsiguientemente.

Por la presente se vuelve a redactar el certificado de incorporaciéon de Ia
Corporacion y se comrige aun més para que diga en su totalidad [o que sigue:

ARTICULO 1
El nombre de ia Corporacion es: Genentech, Inc.
ARTICULO 2

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

ARTICULO 3

E! propésito de a Corporacion es el de participar en cuaiquier acto o
actividad legal para las cuales Ias_corporaciones pueden ser organizadas bajo la
Ley General de Corporacion del Estado de Delaware como existe o puede se
maodificada la misma en adelante ("Delaware Law™).

ARTICULO 4

SECCION 4.01. Acciones do Capital. (a) la Corporacién estd autorizada a
emltir dos clases de acciones que deben designarse, respectivaments, acciones
preferenciales y acciones comunes. El ndmerc total dg acciones que la
Corporacion esta autorizada a emitir es de cuatrocientos nes (400,000,000)
[ ignadas acciones

de acciones. Cien millones (100,000,000) de acciones ser
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CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR
CERTIFICADO DE INCORPORACION
GENENTECH, INC.

. Genentach, Inc (la "Corporacién”), una corporacién organizada y existente
bajo y por virtud de la Ley General de Corporaclén del Estado de Delaware, por la
presente corrige el Certificado de Incorporacién, el fue presentado originaimente el
23 de diclembre de 1986, bajo el hombre “Genentech Delaware, Inc.”, y comegido
subsigulentements.

Por la presente se vuelve a redactar el certificado de incorporacion de la
Corporacién y se corrige aun més para que diga en su {otalidad lo que sigue:

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

La direccion de la oficina registrada de la Corporacién en el Estado de
Delaware es Corporation Service Company, 1013 Centre Road, Cludad de
Wilmington, Condado de New castle, Delaware 18805. El nombre de su agente_
registrado en tal direccién es Corporation Service Company.

ARTICULO 3

El proposito de a Corporacién es el de particlpar en cualquier acto o
actividad legal para las cuales las corporaciones puaden ser organizadas bajo la
Ley General de Corporacién del Estado de Delaware como existe o puede se
modificada la misma en adelante ("Delaware Law").

ARTICULO 4

SECCION 4.01. Acclones de Capital. (a) la Corporacidn estd autorizada a
emitir dos clases de acciones que deben designarse, respectivamente, acciones
preferenclales y acciones comunes. El nimero total de acclones que Ia
Corporacion esta autorizada a emitir es de cuatrocientos millonesi

de acciones, Clen miliones (100,000,000) de acclones serin daslg, ]
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" particiulares &e las acciones de tal serie (siempre y cuando no sean Inconsistentes
con {as condiciones de este Articulo 4 aplicables a todas las series de Acciones
Preferenciales), Incluyendo, pero sin fimitarse a, las siguientes:

(i) la designacién distintiva de tal serie y el nimero de las
acciones que han de conatituir tal serie, numero que puade 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 estin vigentes) cada cierto tiempo por una acclén semejante
de Ia Junta Directiva;

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

(ii) si l]a serie tendréd o no derechos de voto, ademés de los
derechos de voto provisics por la ley, y de ser asl, los términos de tales
derechos de voto;

(iv) si tal serie tondré o no privilegios de conversion y, de ger asl,
los términos y condiclones de tal. conversion, incluyendo, pero sin estar
limitade a, la condiclén para ajuste de |a tasa de conversién en tales
eventos y de tal forma como la Junta Directiva lo determine;

(v) silas acciones de tal serie serdn o no redimibles y, de ser asl,
los términos y condiciones de tal redencion, incluyendo la fecha o fechas en
las cuales o deepués de las cuales pueden ser redimibles, y la cantided a
pagar por accién en caso de‘fedencidn, cantklad que variard bajo diferentes
condiciones y en diferentes fachas de redencion;

(vi) sl tal serie tendri o no un fondo de inversién para la redencién
o compra de acclones de esa serle y, de ser asl, los tdrminos y la cantidad
de tal fondo de inversidn;

(vii) los derechos de las acciones de tal serien caso de una
liquidaclén, disolucién o cieme voluntaria o Involuntariaffie la Corporacion, y




los derechos relativos de prioridad, de haber, de pago de acclones de esa
serie; y

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

ARTICULO 5

SECCION 5.01. Enmiendas a los estatutos por los Direclores. (a) En
adicién y no limttando los poderes conferidos por estatutos, la Junta Directiva esta -
expresaments autorizada para hacer, alterar, enmendar, rechazar y rescindir los
estatutos de la Corporacién, sujelos a las secclones 5.01(b) y 5.01(c) a
continuacién.

(b) Las secciones 2.02, 3.02, 3.03(e), 3.04, 3.05, 3.14 y 5.08 de los
estatutos solo pueden alterarse, enmendarse, repelerse, o rescindirse por el voto
afimativo 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.

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

Q

SECCION 5.02. Enmienda dsl Certificado de Incorporacion. La seccion
5.01 (b) de este Certificado de Incorporacion solo puede ser alterada, enmendada,
repelida, o rescindida por el voto afimativo de los acclonistas de capital con
derecho a voto sobre la misma que representen a mas del 60% de Ias acciones
con derecho a votar la misma. La"seccion 5.01(c) y los Articulos 8 y 8 de aste
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 8

SECCION 6.01. Eleccién del Directorio por los Accionistas de Accién
Preferencial. Durante cualquier periodo cuando los accionjgtas de cualquier
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gccidn preferencial cualquiera de una o mas series de las mismas, que voten
como una clase, tengan derecho a elegir un nimero especifico de directores, por
razén a atrasos en loa dividendos u otras condiclones que les dan el derecho a
hacerlo, entonces y durante el tiempo que continGe el derecho (f) el nimero de
directores autorizado de otro modo seréd Incrementado por tal nimero de directores
especificado, y los accionistas de tales Acclones Preferenciales o tales series de
las mismas, que votan como una clase, tendran derecho a elsgir los directores
adicionales para lo que se provee, de acuerdo con las condiclones de tales
Acclones Preferenciales’ o series; (jij) cada uno de talea directores adicionales
serviré durante tal termino, y tendra tales poderes de voto, como se han de otorgar
en las provisiones pertinentes a tales Acciones Preferenclales o serles; y (iil)
slempre que los accionistas de cualquiera de tales Acciones Preferenciales o
series de las mismas estin desprovistos de tales derechos a elegir un nimero
aspecifico de directores, votando como clase, de acuerdo con las condiciones de
tales Accionas preferenciales o series, los témminos 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 eilegidos para lienar
cualquier vacante resultante de la muerte, renuncia o remocién de directores asl
elegidos por los acclonistas de tales Acciones Preferenciales o series, terminardn
en adelants y el nimero autorizado de directores seré raducido en concordancia.

SECCION 8.02. Volaciones. Las slecciones de directores en una reunién
anual o especial de acclonistas necesaria no serdn 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 !a Corporacién no semd responsable ants Ia
Corporacion o sus accionistas por daflos monetarios por violacién del deber
fiduciario como director hasta dondé lo permita la Ley de Delaware.

(b) Cada persona (y sus herederos, sjecutores o administradores de tal
persona) quien fue o 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 Corporacién como un director de otra corporacién,
sociedad, sociedad de rlesgo compartido, fideicomiso u otra empresa, serd
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permita ia Ley de Delaware. El derecho a la indemnlzacién concedido en esta
secclén-6.03 también debe incluir el deracho a que la Corporacién le pague los
gastos Incumidos en conexién cuna cualquiera de tales procesos por adelantado
de su decisién final hasta donde los autoriza la Ley de Delaware. El derecho a
indemnizacién conferido en esta seccidén 6.03 serd un derecho contractual.

(c) La Corporaclén pueds, por accién de su Junta Directiva, proporcionar
indemnlxacién a tales funcionarios, empleados y agentes de la Corporacion hasta
tal punto y a tal efecto como lo determine apropiado la Junta Directiva y lo autorice
la Ley de Delaware.

(d) La Corporacién tendré el poder de comprar y mantener un seguro- a
nombre de cualquier persona quien es o fue director, funcionario, empleado o
agente de la corporacién, o esta o estuvo en servicio por pedido de la Corporacién
como director, funcionario, empleado o agente de otra corporaclén, socledad,
sociedad de rieago compartido, fideicomiso u otra empreaa contra cualquier gasto,
responsabllidad o pérdida Incurrida por tal persona en cualquier capacidad o que
surge de su astado como tal, ya sea si la Corporacién tiene o no el poder de
Indemnizario contra tal responsabllidad bajo la ley de Delaware. '

(e) Los derechos y autoridad conferidos en esta Seccién 8.03 no serdn
exclusivos de ningun otro derecho el cual cualquler otra persona pueda tener o
adquirr de aqul eh adelante.

(f) Ni la alteracién, enmienda, rechazo o rescision de esta Seccioén 6.03, ni
la adopcién de ninguna condicién de este Certificado de Incorporacién o de los
Estatutos de la Corporacion, nl, hasta donde lo permite la Ley de Delaware,
ninguna modificaclén de la ley, debe sliminar o reducir el efacto de esta Seccién
6.03 respecto a ninguno de los -dctos u omisiones que ocurran antes de tal
alteracion, enmienda, rechazo, rescisién, adopclén o modificacion.

ARTICULO 7

SECCION 7.01, Seccién 203 de la Ley de Delaware. Por la presente la
Corporaci6n elige no ser gobernada por la Seccién 203 de la Ley de Delaware.




ARTICULO 8

SECCION 8.01. Relacién con Roche. Anticipandose a que la Corporacion
cese de ser un subsidiaria completamente de propledad de Roche Holdings, Inc.,
pero que Roche {como se define en la seccién 8.05) permanezca siendo un
accionista de la Corporacién, y anticipdndose a que la Corporacién (como se
define en la Seccion 8.05) y Roche puede entrar en actlvidades o lineas de
negocios semejantes o similares y tener un Interds en las mismas dreas de
oportunidades corporativas, y en reconocimiento de () los beneficios a ser
derivados por la Corporacion a través de sus relaciones -contractuales,
corporativas’y de negocios con Roche (incluyendo el servicio de funcionarics y
directores de Roche como directoras de la Corporacién) y (ii) las dificutades
concomitantes a cuslquier director, quien desea y se propone satisfacer
completamente tales deberes fiduciarios del director, al determinar el alcance
completo de tales deberes en cualquier situacién particular, las condicionea de
este articulos 8 se establecen para regular, definir y guiar ia 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 Ia
Corporacién y sus funclonarios, directores y accionistas en conexdén con éste.

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

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

(b) ni Roche ni ninguno de sus funclonarios o director de ia misma serd
responsable a la Corporacion o sus-accionistas por violar cualquier deber fiduciario
por raz6n de alguna de tales actividades de Roche o de la participacién de tal
persona en las mismas.

En el evento que Roche adquiera conocimientos de una transacclén o
materia potenclal que pueda ser una oporiunidad corporativa tanto para Roche
como para la Corporacién, Roche no tendrd el deber de comunicar u ofrecer tal
oportunidad corporativa a la Corporacién y no serd responsable ante la

Corporacién o sus accionistas por violar ning(in deber fidugiario como accionista
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que Roche prosigue o adquiere tal oportunkiad corporativa para si misma, dirige

tal oportunidad corporativa a otra persona o entidad, © no comunica Informacién
respecto, u ofrece, tal oportunidad corporativa a la Corporacién.

SECCION 8.03. Oportunidades Corporalivas. En el evento que un director,
funcionario 0 empleado de |a Corporacién qulen también es director, funcionario o
empleado de Roche adquiera conocimlento de una transaccién o materia potencial
que pueda ser una oportunidad corporativa para la Corporacién y Roche (ya se si
esta transaccldn o materia potencial es propuesta por un tercero o es concebida
por tal director, funcionario o empleado de la Corparacién o no), tal director,
funcionario o empleado debe tener el derecho & ofrecer tal oportunidad corporativa.
ala corpé:racIOn o0 Roche como tal director, funclonario o empleado los.considere
aproplado bajo las circunstancias de su discrecién, y tal director, funcionario o
empleado no seré responsabie a la Corporacién o sus acclonistas por violar
ningun deber fiduclario o deber de lealtad o faltar en actuar en (o no oponerse a)
los mejores Intereses de la Comoracién o la derivacién de ninglin beneficlo
personal inapropiado por razébn del hecho que (I) tal director, funcionario o
empleado ofrecié tal oportunldﬁd corporativa a Roche (en lugar de a la
Corporacion) o no comunicd Informaclén respecto a tal oportunidad corporativa a
la Corporacién o (i) Roche busca o adquiere tal. oportunidad corporativa para si
misma o dirige tal oportunidad corporativa a otra persona o no comunica
informacion respecto a tal oportunidad corporativa a la Corporacion.

SECCION 8.04. Consentimienfo estimado de los eccionistas. Se
considerard que cualquier persona o entidad que compre o de otro modo adquiera
algin 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, Definicione§. Para propfsitos de esta Articulo B y el
Artlculo 8 solamente, (i) el tdrmino “Corporacién” debe significar Ia Corporacién y
todas las corporaciones, sociedades, socledades de riesgo compartido y otras
entidades en las cuales la Corporacion posee con beneficio (directa o
indirectamente) cincuenta por ciento o més de las acciones con voto, poder de
voto o Intereses de voto similares, y (ji) el término “Roche” debe significar Roche
Holdings, Inc y todas las corporaciones, sociedades, socledades de riasgo
compartido, asociaciones y otras entidades (diferentes a la Corporacion, definida

de acuerdo con la clausula () de eata seccién 8.05) que son "lﬂ{ gos” (como se
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define en la Regla 12b-2 bajo el Acta de Intercambio de Valores de 1834, oomy “')a/

se enmendd) de Roche Holdings, Inc.

SECCION 8.08, Finelizacidn: Efecto Obligante. Son consideracién con
nada en este Certificado de Incorporacién que lo contradiga, las condiclones
anteriores de este Articulo 8 deberéin expirar en la fecha que Roche cese de
poseer con beneficios Acciones Comunes que representen al menos 5% del
nimero de acclones vigentes de las Acciones Comunes de la Corporacién y nadle
que se director o funcionario de la Corporacién see también director o funcionario
de Roche. NI tal vencimiento, ni ia alteraciéon, enmienda, cambio o rechazo de
alguna de las condiciones de este Articulo 8 asl como tampoco ninguna condlcién
de este Certificado de Incorporacién Enmendado y Vuelto a Redactar
inconsistente con’alguna de las condiciones de este Articulo 8 eliminard o reducird
el efecto de este Articulo 8 respecto a cualquier materia, o cuaiquler causa de
accién, demanda o reclamo que, excepto por este Articulo 8, pueda acaecer o
surgir, antes de tal vencimiento, alteracion, enmienda o adopcién.

SECCION 8.07. Arficulo 9. Las condiciones de este Asticulo son
adiclonales a las condiclones del Articulo B.

ARTICULO 9

SECCION 98.01. Contratos no nuios. Ningan contrato, acuerdo, amegio o
transaccidén (o cualquier enmienda, modificaclén o finalizacién de los mismos)
entre la Corporacion y Roche serd nulo u anulable solamente por razén de que
Roche es parte del mismo, o solamente porque cuakjulera de los directores o
funcionarios de la Corporaclén quienes estén afiliadoe a Roche estén presentes en
o participan en la reunién de la Junta Directiva o comité de la misma que autoriza
el contrato, acuerdo, srmeglo, transdccién, enmienda, modificacidn o finalizacion o
solamente porque su 0 sus votos se cuentan para tal propésito, pero cualqulera de
tal contrato, acuerdo, ameglo o transacclén ( o cuakuier enmlenda, modificacién o
finalizacion del mismo) estar_a gobernado por las condiciones de este Cerificado de
Incorporacién Enmendado y vuelto a Redactar, los Estatutos de la Corporacion, la
Ley de Delaware y otras leyes aplicables. Para propdsitos de este Articulo 9, los

téminos “Corporacién™ y "Roche” tienen los significados establecidos en la
Seccién 8.05.
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" SECCION 9.02. Quérum. Los Direclores de la Corporacién que son
también directores o funcionarios de Roche pueden contarse al determinar Ia
presencla de un quérum en una reunién de la Junta Directiva o de un comité que
autoriza o aprueba cuslquiera de tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccién (o
cualquier enmienda, modificacién o finallzaclén del mismo). Las acclones vigentes
de las Acciones Comunes de propiedad de Roche pueden contarse al determinar
la presencia de un quérum en una reunién de accionistas que autorice o apruebe
tal contrato, acuerdo, amreglo o transaccién (o cualquler enmienda, modificacién o
finalizacién del mismo).

SECCION 8.03. No responsabliidad por acciones de buena fe. Ni Roche ni
ningan funcionario o director de la misma seré responsable ante la Corporacién o
sus accionistas por violar cualqulera de los deberes flduclarios o 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 cualquler
accién o ejerza cualquier derecho o de o retenga cualquier consentimiento en
conexion con cualquier acuerdo o contrato entre Roche y la Corporacién. Ningdn
voto dado u otra accién tomada por cualkquier persona que 88 un funcionario,
director o representante de Roche, donde el voto o acclén es tomado por tal
persona en su capacidad como director de esta Corporacidn, constituinh una
accidn de o el ejercicio de un derecho o un consentimiente de Roche para los
propdsitos de cualquiera de tal acuerdo o contrato.

SECCION 90.04. Consentimiento estimedo de los accionistas. Se
consideraré que cualquier persona o entidad que compre o de otro modo adquiera
algun interés en cualquiera de las acclones de capital de la Corporacidn ha tenido
noticia o ha estado de acuerdo con las condiciones de este Articulo 9.

~

SECCION 9.05. Contratos cubierfos. Para propdsitos de este Articulo 8,
cualquier contrato, acuerdo, ameglo o transaccién con la Corporacién © cualquier
corporacion, sociedad, socledad de riesgo conjunto, asociacién u otra entidad en
la cual la Corporacién posee con beneficio (directa o indirectamente) el cincuenta
por clento 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
Corporacion.

W\



SECCION 9.06. Efecio obligante. NI la alteracién, enmienda, cambio o
rechazo de alguna de las condiciones de este Articulo 8 ni la adopcién de alguna
condicién inconsistents con cualquier condiclén de este Ariculo 8 eliminard o
reducird el efecto de este Articulo B respecto a cualquier materia que ocurma, ©
cualquier causa de accién, demanda o reclamo que, a no ser por este Articulo 9,
pueda acaecer o surgir, antes de tal alteracién, enmienda, cambio, rechazo o
adopclon.

SECCION -9.07. Artlculo 8. Las condiciones de ests Articulo 8 son
adiclonales a las condiciones del Articulo 8.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, este Certificado de Incorporacién
Enmendado y vuelto a Redactar, el cual ha sido adoptado de acuerdo con las
secclones 242 y 245 de la Ley General de Corporacién del Estado de Delaware y
por consentimiento escrito de el (nlco accionista de la Corpomacién de acuerdo
con la seccién 228 de Ley General de Corporacién del Estado de Delaware, ha
sido ejecutado este 22 de Jullo de 1899.

GENENTECH, INC.
Por: /s/ Stephen G. Juelsgaard
Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Thulo: Vicepresidente

Consejo General y Secretaria
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Apostille

(Convention de La Haym du 5 Octobre 1961)

1. Couniry: United States of America
This public document:
2. has bean signed by Harriet Smith Windsor

3. acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

4. bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

Wertified

( @&

5. at Dover, Delaware
6. tha twenty-fourth day of May, A.D. 2005

7. by Secretary of State, Delaware Department of State

8. No. 0254030

9. Seal/Stamp: 10. Signature:

Sooretary of State
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O Delaware K

The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO BEREBY 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.

Harriet Smith Windsor, Secretary of State
AUTHENTICATION: 3900364

2112549

050426506 DATE: 05-24-05
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AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION -
GENENTECH, INC.

Genentech, Inc. (the “Cerporation™), a corporation orgsnized and existing -
under and by virwe of the General Corporation Law of tho State of Delaware,

. does hevoby amend the Cantificate of Incarparation of the Corporation, which was

origmally filcd on December 23, 1986 under the neme “Oencntech Delawsre,
inc.”, snd subsequentdy amended.

" ‘The Certificate of Incorporstion of the Corporatian 1s hareby restated and
further amended to read in is entirety as follows:

ARTICLE1

“The nama of the Corpomtion is: Gensmtech, Inc.
ARTICLEZ

The address of the reglstered office of the Corporation in the Stato of
Delawars is Corporation Service Company, 1013 Centre Roed, City of
Wilmington, County of New Castla, Delaware 19805, The name of Its reglsterad
agent ot such address is Corporation Service Company.

ARTICLE3

lhyumndhwmhhminwlnﬂmm:dﬁq
for which corporations mey be arganired under the Genexal Corporation Law of
the State of Delaware as the same oxists or mey hareafier be amended (“Delaware
Law™).

STATRE OF DELANARE
SECRETARY OF STATE
‘DIVISTON OF CORPORATIONS |
FILED 09:00 AN 07/RE/1999
901302331 - 2112549




s

¢ ®

ARTICLE4

SBCTION 4.01. Ccp!rd&act. (n) The Corporation is authorized to insue
two classes of siack 10 be designated, rospectively, jwefarred stock and common
stock. The total munber of shares which the Corporation is suthorized to Issue is
four hundred million (400,000,000) shares. One nmdrad million (100,000,000)
sheres shall be dagignated preferred stock, per vahwe $0.02 per share (“Preferred
Steck™). Three hundred milllon (300,000,000) sberes shall be deaignated

common stoak, per value $0.02 per ahare ("Common Stock™ The Comman

Btock of the Cotrporation shall be all of ons cluss.

(b) The number of authorized shaves of any class or classes of stock may
be increaged or decressed (but not below the manber of shares thereof then
outstanding) by the affirmative vate of a majority in vodng power of the
outstandiing stock of the Corporstion extitled to vote thereon irvespective of the
provisions of Seotion 242(b)(2) of Delsware Law.

SecTion 4.02. Cowmawon Stock. (o) lssuamce and Consideration.” Any
unisyoed or iresnny shares of the Common Stock may be issued for such
considerution as may be fixed in acoordance with applicable law from time to
ume by the Board of Directors.

(b): Dividends. Subject to the rights of holders of the Prefixred Stock,
the hojdars of the Common Stook shall be eatitied to receive, when and as
mwumammammamwwm“
by law svailable therefor, dividends payable cither in cash, in mropesty, orin
shares of stock and the holders of the Preferred Stock aball not be entitled to
participste in any such dividends (udess otharwise provided by the Board of
Directars in any resolution providing for the issus of & saries of Preforred Stock).

SsCTION 4.03. Preferred Stock.

(a) Sariey avd Limits of Variations betwesn Series. Any vnisyoad or
treasayy shaves of the Prefomed Stock may be issued fiom time to thme in one or
more series for such consideration as may bo fixed from time to time by the Board
of Directors, Before any shares of Preferred Stock of axy particular sevias shall be
insued, a cextificate shall be filed with the Secretary of State of Delaware sutting
forth the designation, rights, privileges, restrictions, snd conditions to be aitached
to the Preferred Stock of sach sevies and such other matters as may be required,
snd the Board of Directars shall fix and determine, snd is hereby expremly
enpowered to fix and determine, In the menmer provided by law, the particalars of
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the sharcs of such serles (50 fiir as nn inconsistent with the provisions of this
Arheh‘:“lpphnblewallluhloﬂ'mrcnd Stock), lmmdlnl. bt not limited to,
the following:

a

z

() the distinctive designation of such sexies and the mumber of
shares which shall constitute such scries, which nomber mary be increased
{exoept where otherwise provided by the Board of Dicectors in cresting
sach serles) or dearessed (but not below the number of shares (heveof then
outstanding) from time to time by liks action of the Board of Directors;

() the mnual e of dividends psyable on shares of such seies,
the conditions upon which such dividends shall be payable and the date
from which dividends shall be cumnulstive tn the event the Board of
Directors determines iha1 dividends shall be comulstive:

(i) whether such serics shall have voting rights, in sddition to the
voting rights provided by law and. if so, the texms of such voting rights;

(iv) whether such series shall have conversion privileges snd, if
80, the texmg end conditions of such conveersion, including, but not limited
to, provision for sdjustment of the conversion mate upon such events and In
such manner o8 the Botrd of Directors shall detarmine;

(v) whether or not the charcs of such secies shall be redeemable
and, if so, the terms and conditions of such redemption, inoluding the date
ot dates upon or after which they shall bo redeemsble, and the smount per
share payshie in cass of redemyition, which amount may vary under
mwmuummwm

(v whsther such series shall have a sinking fimd for the
redemption or purchass of shares of tha: serias and, if 50, the tecmys and
amount of such ainking find;

(vi) therighis of the shares of such secies in tha event of

- voluntaty or involuntary liquidstion, dissolution or winding up of the

Carporation, end the relative rights of priarity, if any, of payment of shares
of that saries; and

(vii) any other relative rights, preferences and limitstions of such
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ARTICLE 5

SECTiON 5.01. Amendment of Bylaws by Direciors. (a) In fintherance =nd
aol in limitation of the powers conferred by satute, the Board of Directors is
exprossly suthorived to make, atver, amend, repeal and ruscind the bylaws of the
Corporation, subject 1o Sections 5.01(b) and 5.01(c) hereof

(b) Secticns 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.03(b), 3.04, 3.08, 3.14, and 5.05 of the

" bylaws mzy only be aitered, amended, repealed, or rescinded by the affirmative

vote of holders of capital stock entitied to vote thereon representing more than
60% of the shares entitled to be voted thereon.

) (c) Sectlons 3.03(c) and 3.15 of the bylsws may only be altered,
amended, repealed, or rescinded by the afficmative vote of halders of capital stock
entitled o vots thereon representing more than 0% of the shares entitlod to be

. ! I . . .

SECTION 5.02. Amendment of Certificate of Incorporation. Section
5.01(b) of this Certificate of Incorporation may caly be altercd, amended, -
repealed, or rescinded by the sffixmative vote of holdsrs of capital stock entitled
to-vote thereon representing more than 60% of the sheres entiiled to be voted
thereon. Section 5.01(c) and Articles § and 9 of this Certificate of |
may only be altered, smended, repealed, or resclnded by the affimutive vote of
holders of capltal stook entitled 1o vote thereon representing more than 90% of the
shares entitied to be voted thereon.

ARTICLE 6

Sscrion 6.01. Election of Directors by Holders of Prefurred Stock.

_Dwring any pesiod when the holders of any Preflarred Stock or any one or more

serles thereof, voting as a class, shall be entitied to elect & specified mmber of

. directors, by reason of dividend axyoarages or other provisions giving them the

right to do 30, then and during such tims as sush right continues (7) the then
otherwise anthorized number of directars shall be Increased by such specified
mamber of directors, and the holders of siach Prefisred Stock or such series
thereof, voting as a class, shall be sntitied to elect the additional directors so
provided for, pursnant to the provisions of sach Prefesred Stock or serles; (i) onch
such additional director ahail serve for such term, and have goch voting powers, as
shall be statnd In the provisions pertaining to such Preferred Stock or serdes; and
(iif) whenover the holders of eny such Prafizred Stock or series thereof are
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divestad of such rights to elect a specified numbear of directors, voling as a class,
pursuant to the provisions of such Prefesred Stock or serics, the tenns of offics of
all directors elected by the holders of such Preferved Stock or series, voting as a
clasy pursuant to such provisions or eleatad ta fill any vacancies resuiting from the
desth, resignation or removal of directors 90 elevtad by the holders of such
Preferred Svock or sesies, shall forthwith tenminate and the authorized aumber of
directors ahalt be roduced accaordingly.

Sucnon 6.02, -Baljots. Elections of directors st an anmml or special
mocting of stockholders need not be by written bellot unless the bylaws of the
Corporation shall provide otherwise. |

SECT\ON 6.03. Eliwination of Certain Personal Liability of Directors. (s}
A dircctor of the Corporstion shall not be lishle to the Corpomtion or its
stockholders for monetary damages for breach of Sduclary duty as a director to
the fullagt extent permilied by Delaware Law.

(b) Each person (and the helrs, exocutors or administrators of such
person) who was or is a party or is threatened 10 be mude « party to, or is-involved
in any threatened, pending or completad action, seit or proceeding, whether civil,
criminal, administrative or investigative, by reason of the fact that such person is
or was a director of the Corporstion or is or was serving at the request of the
Corporation sa a director of another corporation, partnership, joint venture, trust
or other onteiprise, stull be indemntfied and held harmless by the Corporstion to
" the fullest extent permitted by Dejsware Law. The right to indermnification
confiyred in this Section 6.03 shall alyo include the right to be psid by the
Corporation the sxpenses incurred in connection with auy such proceeding in
advence of Its final dispoaition to the fullest extent authorized hy Delawaro Law,
The right 10 indemnifiontion conferred in this Sectlon 6.03 shall be a contract
right

(¢) The Corporation may, by action of its Bosrd of Directots, provide
indemmification to such of the officera, employevs and agents of the Corporation
1o such extent and to such effect as the Board of Directors shall deternine to be
appropriste and 'suthorized by Delaware Law.

(d) The Corporation shall have power to purchess end maintsin
insumnce on hebalf of any person who (s or was a director, afficer, employee or
agent of the Corporstion, or {s ot was smrving at the request of the Corporation as
a director, officer, employee or agent of another corpocstion, partuership, joint
venture, trust ar other enterprise against any expense, liability or loss inourred by
suach persun in axxy suoh capacity or axising out of his status as such, whether or

-
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- not the Corporation would have the power to Indemnify him ageinst such lisbilicy
under Delaware Law.

() The rights and authority confecred in this Section 6.03 shall not be
cxclusive of sy other right which any puxeon may otherwige have or heresflor -
aoqLve. .

() Neclther the alteration, smendment, repeal or recission of this Section
6.03, nor the adoption of any provision of this Certificate of Incorporation or the
bylaws of the Corporution, nor, to the fullest extent permitied by Delaware Law,
any modification of Jaw, shall cllminate or reduce the effect of this Seotion 6.03 in
respect of any acts or omissions occurring prior to such alterstion, amendment,
repesl, resisgion, adoption or modification.

ARTICLE7 '

SECTION 7.01. Section 203 of Delaware Law. The Corporetion hereby
elects not 10 be governed by Section 203 of Delaware Law.

ARTICLES

Secion 8.01. Relarionship With Rocke. [n snticipetion that the :
Comporation will cease to be » wholly owned subsidiary of Roche Holdings, Inc.,
. byt that Rochs (as definad in Section 8.05) will reain & stockholder of the
Corporation, and in anticipation that the Corporation (as defined in Sectdon 8.05)
and Roche may engage in the sams ar similar activitics ar lines of business and
have a interest in the same areas off corporate epportumities, and tn recogaition of
(i) the beaedits w0 be dexived by the Corporation through ity continued
corporate and business relations with Roche (Including sevvice of officery and
directors of Roche as directors of the Corporation) and (ii) the difficulties
attendant 10 any director, who desires and endesvors fully to satisfy such
divector’s fiduclery duties, in dstermining the foll soope of such duties inany
partioular sihmtion, the provisions of this Article § are set forth to regulsto, define
and guide the condnet of certain affkirs of the Corporation as they may invalve
Roche and its officers and dircctors, and the powers, rights, duties and lishiltiag
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Stcrion 8.02. Similor Business Activitiss. Except as Roche HoldIngs,
Inc. may otherwise agree {n writing, .

(@) Roahuhlilm:h\;clduuhnﬂlinﬁunmm&
indirecily In the same or shmilar business actvities or lines of business as the
Cozporation, and

(b) neither Roche nor any officer ot director thereof shnll he lisble to the
Corporstion or its stockholders for breach of any fiduciary duty by reason of any
such activities of Roche or of such person's participation therein.

In the gvent that Roche acquires knowledge of a potantial transaction or
muiter that may be & corporate opportumity for both Roche and the Corporation,
Roche shall have no duty to communicaie or offer such corporats opportunity to
the Corporation and shall not be lisble w the Corporation ot its stockholders for
breach of axy fiduclay duty as a stockholder of the Corporaticn or controlling
pesscn of a stockholder by reason of the fact thet Roche pursuss or acquires such
corpomate opporhunity for itself, directs such cosparate opportunity to snother
parson o entity, or does not communicass information reganding. or offlr, such
eorpmoppuhnhyblho&m

SzcTion 8.03. Corporate Opportunities. In the svent that a director,
officer or employee of the Corporstion wha i also a director, offfcer or employee
of Roche acquires knowiedge of a poteutial transaction or metrer that may be &
corpotste opportumity for the Corporation and Roche (whether such potential
transaction or matter is proposad by a third-party or is oonceived of by such
director, otiicer or amployee of the Corporation), such director, officer or
employes shall be eatitled to offtr such corporate opportunity to the Corporation”
or Roche a8 soch director, ofEocer or employee deems sppropriate under the
Mmﬂsdedﬂmdmm&mm“w
thall be lisbie 1o the Corporation ar fts swockholders for breach of any fiduciery
dwmmnfhyﬂwuhlmmMm(ormmppoudb)thMMof
the Corporation or the dertvation of sny improper parsonal banefit by reason of
the fact that () such director, officer or coxployee offered such corporate
opportunity to Roche (rather then the Corparation) or did not commumicate
information reganding such corporste opportunity t the Corporation or (if) Roche
ma@mﬂmmfumﬂf«ﬂmﬁm
opportimity to another person or does not communicats information reparding
such corporate opportuxtity to the Corporation.

~
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SECTION 8.04. Desmed Consent of Stockholders. Any persem or eatity
purchaxing or othérwise acquiring any inierest in any shares of capltal stock of the
Corporation ahall be deemed to have notice of and to have consentted to the
provisions of this Axticle 8.

SECTION.-8.05. Dy/lnlrions. For purposes of this Asticle 8 end Asticle 9
only, () the term “Cerporation™ shall mean the Corporation and all corporations,
parinerships, jolnt veatures, associstions and other eurities in which the
Cnrporuﬁonbunﬂelﬂ!ym(dueﬂyorhdhcﬂy)ﬂﬂypmarmmofﬁe
outstanding voting stock, voting power or similar voting imterests, and (ii) the
term “Roche” shall mean Roche Holdings, Jnc. and all corporations, partnerships,
Jolnt ventures, associations and other entities (other than the Corporation, defined
in accordence with clsusc (T) of this Section 8.05) that are “affiliates™ (a» defined
in Rule 12b-2 under the Securitios Exchange Act of 1934, a3 amended) of Roche
Holdings, Inc.

SECTION 8.06. Terminarion: Binding Effact. Notwithstanding anything in
this Certificats of Incorparation to the contrary, the foregoing provisions of this
Article § shall expire on the date that Roche ceascs to awn beneficially Cammon
Stock represonting at least 5% of the number of outstanding shares of Commnon
Stock of the Carpomtion snd no persan who is a director or officer of the
Corporation is also a director or officer of Roche, Neithor such axpiration, nor the
alteration, amendment, change or repeal of any provision of this Astinle § nor the
adoption of any provision of this Amended and Restated Caxtificate of
Incorperation inconsistent with amy provision of this Article 8 shall olimInate or
reduce the sffect of tiis Artiels § in respect of any. matter cocusying, ar any canse
of action, suit or claim thet, but for this Article 8, would acorus or erise, prior to
MWMMMum

sacnousov Article 9. Tlnpowdmofﬂml\:ﬂclelmmdd:ﬂonh
the provisions of Article 9.

ARTICLEY .

SscTion 9.01, Contraots Not Void. No contract, agreement, arrangemant
or transaction (or any amendment, modjfication or termination thereof) between
the Corporution and Roche shall be void or voidable solely for the reason that
Roche {s a party thereto, or solely becauwe say directors or offioers of the
Corporation who are affiliated with Roche are present at or paticipate in the

’ ~




meeting of the Basnd of Directnes o cominitine thereof which authorlzes the
CORtract, agroement, ATangems, transaction, amendment, modification or -
termination or solely bocause his or their votes zre counted for such purpose, but
any such contract, agresment, mrangement or trangsction (or any amendment,
modification or termination thexreof) shall be governed by the provisions of this
Amendexd and Restated Cortificate of Incotporstion, the Corporation’s Bylaws,
Delaweare Law and other applicabile law. For purposes of this Asticle 9, the terms
the “Corporstion” and “Roche™ have the meanings set forth In Section 0.05.

Sscrion 9.02. Quorsm. Directors of the Corporation who are alwo
dircctors or officers of Roche may be counted in delermining the presencs of a
quorum et & meeting of the Boerd of Directors or of & commiites that authotizes
or approves any such contract, agreement, amangement or transaction (or
amendment, modification or termination thereof). Outstanding shares of Comumon -
Swook owned by Roche may ba coumted in determining the presence of a quoran
at a meeting of stockholders that authorizes or approves any such contract,
agreement, arrangement or transaction (or stendment, modification or
terminstion thexcof).

Secnion 9.03. No Liability For Good Faith Actiont, Neither Roche noy
apy officer or director thereof shall be Hable to the Corporation or its stockholders .
for breach of any Kdusiary duty or dity of loyalty or fallure to act In (or not
oppased 10) the best interests of the Corpomation ar the dextvation of any improper
personal benefit by reason of the fact that Roche or an officer of divector thereof
in good faith takes any action or exercises eny rights or glves or withholds any
consent in connocotion with any agresment or contract between Roche and the
Corporation. No vos cast or other action taken by any person who Is an officer,
director or other representative of Roche, which vote is cast or action is taken by
such person In his capacity us a divector of this Corporstion, shall constitate an
uﬂmnfwﬁeunmlnof:ﬂuubyusmm&rhmdw
such sgreement or contract.

SECTION 9.04. Deemsd Consent by Stockholders. Any person or exntity
purchasing ar otherwise soquiring sxry interest in any shares of capital stock of the
Corporarion shal] be deemed to have notice of snd 10 have consented to the
provisions of this Article 9.

SecTioN 9.05. Contracts Covered. For purposes of this Articls 9, any
contract, agreeinent, srrangement or transaction with the Corporation or any
corporation, partnership, joint venture, sssociation or other entity in which the
Corporation benaficially owns (divectly or indiractly) fifty percent ar more of the
outstanding voting stock, votiag power oc similer voling interests shall be deemed
mbenmmmmymnwwﬁﬁﬂn%lpwdm




SECTION 9.06. Binding Effact. Neither tha alteration, smendment, change
or repeal of any provision of this Article 9 nor the adoption of axy provision
Inconsistent with any provision of this Article 9 shall eliminate or reducc the
effect of this Articls § in respect of any maiter cocturing, or any cause of action,
sult or claim that, but for this Articlo 9, would sccrus or arise, prior to such
slteration, amendment, change, repeal or adoptioa.

SECTION 9.07. Article 8. The provisions of this Axticle 9 are In addltion o
the provisions of Asticle 8.
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TN WITNESS WHEREOF, this Amended and Restated Cextificats of
Incorpomtion, having bean duly adopted in accordance with Bections 242 and 245
of the Geacral Corparation Law of the Swte of Delawsre and by the wrilten
consent of the yole stockholder of the Corporation in socordance with Section 228

of the Geastal Corporation Law of the State of Delaware, has been execuled this
22nd dxy of July, 1999.

GENENTECH, INC
By: {s/ Stephen G. Juslagascd
Name: Stephen G. Juslagaard

Title: Senior Vico Prosident,
OGueneral Coungsl and Secretary

~
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- Apaostille

(Convention de La Haya du 5 Octabre 1961)
Country: United States of America
This public document:
bas been signed by Harriat Smith Nindsor

acting in tha capacity of Secretary of Stata of Delawara

baars the seal/stamp of Office of Secretary of State

L 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:

Sonit, dmists Woewsons

Secretary of State
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The First State

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

Harriet Smith Windsor, Secretary of State
AUTHENTICATION: 3900385

DATE: 05-24-05

2112549
050426506




STATE OF DELANAREK
SECRETARY OF STATE

DIVISION OF CORPORATIONS
FILED 05:00 P 05/15/2000

R 001245251 [~ 2112549
CERTIFICATE OF AMENDMENT
OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genentech, Inc. a corporation organized and exuung under and by virtue of the General
_Corporation Law of the Statc of Dclawarc

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a 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 corporation, declaring said amendment to be advisable and calling &
meeting of the stockholders of sald corporation for consideration thereof. The resolution setting
forth the proposed mmendment is as follows:

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

“Section 4.01. Capital Stock. (a) The Corporation is authorized to issue
two classes of stock to be degignated, respectively, prcfemad stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized to issuc is
seven hundred million (700,000,000) shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share (“Preferred
Stack™). , Six hundred million (600,000,000) shares shall be designeted common
stock, par value $0.02 per share (“Common Stock'™). The Common Stock of the
Corporation shall be all of one class.”

SECOND: That thereafter, pursuant to resolution of its Board of Directors, the regular meeting
of the stockholders of said corporation was duly called 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 were voted in favor of the amendment.

THIRD: That said amendmeint was duly adopied 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 reasan of said
amendment.

IN WITNESS WHEREOQF, said Genentech, Inc. hus caused this Certificate of Amendment io be
signed by Stephen G. Juelsgaard, an Authorized Qfficer, this 15th day of May, 2000.

GENENTECH, INC.

Ry: Mﬁ\&nwﬂ"‘-‘l

" Nume: Stephen G. Juelsgaard
Title: Senior Vice President, General Counsel

5841
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" TRADUCCION AL 'ESPANO_L del Certificado de Incorporaciéon de Genentech, Inc.

Al

© @ N O o

APOSTILLA
(Convencién de LaHaya del 5 de Octubre de 1961)

Pals: Estados Unidos de América
Este documento piiblico
ha sido firmado por Harrlet Smith Windsor

actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware
lleva el sello/timbre de la Oficina del Secretario de Estado

Certiflcado

en Dover, Delaware
el veinticuatro de mayo, A. D. 2005

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

Sello/timbre 10. Flma

Harriet Smith Windsor (Firma)
Secretaria de Estado
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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: 3800385

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

Genentech, Inc. una corporacién organlzada y existente bajo y por virtud de la Ley
General de Corporacion del Estado de Delaware.

CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERO:.Qua en una reunién de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debldamente reséluciones que establecen una enmlenda propuesta del
certificado de Incorporacién Comegido y vuelto a Redactar de dicha corporacién,
declarando dicha enmienda como aconsejable y llamando a una reunién de
accionistas de dicha corporacién para consideracién de la misma. La resolucién
establece la enmienda propuesta de la sigulente manera:

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de

esta corporacion se enmiende cambiando "la Seccidn 4.01(a)" del Articulo alll
numerado “4" tal que, como se enmienda, dicha Seccidn de dicho Articulo se lea
de la siguiante manera:-

SECCION 4.01. Acciones de Capital. (s) la Corporacién esta
autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designarsae,
respectivamente, acciones preferenciales y acclones comunes. El
namero total de acciones que la Corporacion esta autorizada a emitir
es de setecientos millonea (700,000,000) de acclones. Cien millones
(100,000,000) de acciones serin designadaa acciones
preferenciales, por un valor de $0.02 por acclén (“Acclén
Preferencial). Seiscientof millones (600,000,000) de acciones
serdn designadas acclones comunes, por un valor de $0.02 por
accién ("Acclén Comiin®). La accién com(in de la Corporacién serd
toda de una misma clase.

SEGUNDO: Que por lo tanto, de acuerdo con la resolucién de su Junta Directiva,
la reuni6n ordinaria de accionistas de dicha corporacién se convocd debidamente
y 8e sostuvo ai ser anunciada de acuerdo con la seccién 222 de la Ley General de
Corporacién del Estado de Delaware, en donde el niimero necesario de
requerido por los estatutos votaron a favor de la enmlenda.
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TERCERO: Que dicha enmienda se adoptd debidamente de acuerdo con lo

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

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

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este
Cortificado de Enmienda para que sea firmado por Steplien G. Juelsgaard, un
Funclonario Autorizado, este 15 de Mayo de 2000.

GENENTECH, INC,

Por: (Firma)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Vicepresidents, Consejo
y Secretaria General.
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Apuostille |

(Convention de La Haye du 5 Octobra 1961)

Country: United States of America

" This public document:

has been signed by Harriet Smith Nindsor
acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears tha seal/stamp of Office of Secretary of State

L ertified

at Dover, Dalaware

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

by Secraetary of State, Dalaware Departmeni of State
No. 0254033

Seal/Stamp: 10. Signature:

Seooretary of State
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" Delaware “...

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.

\14L~muLt-x‘;mﬁiﬁlg%z;atcchJ
Harriet Smith Windsor, Secretary ta
AUTBEENTICATION: 5330397

DATE: 05-24-05

2112549
050426506
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Secretary of State

Stata of Dalasare
oy 30
Dalivared 07 44 BN 0401672004

FIIED 07:39 PM 04/16/2004
CERTIFICATE OF THIRD AMENDMENISRY 040281669 - 2112549 FIIE

OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

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

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at 2 meeting of the Board of Direclors of Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted setting forth a proposed amendment of the Amended and Restated Cartificate of
Incorporation of said corpomtion, declaring said amendment to be advisable and calling a
meeting of the stockholdars of said corporation for consideration thereof. The resolution setting
forth the propased 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 Anticle thereof numbered “4” so that, as amended,
srid Section of sald Article shall be and read as follows:

Section 4.01. Capital Ssock. (a) The Corporation is authorized to [ssve two clnsams of stock to ba
designated, respectively, preferred siock and common stnck. The total number of sharey which the
Corporation is anhorized w [ssue 1s three billion one hundred million (3,100,000,000) aharcs. One famdred
mitlion (100,000.000) sharos shall be designated prefered stock, par value $0.02 per share ("Prefsrmed
Stock™). Thees billton (3,000,000,000) shares thall be designated coramon stock, par value $0.02 pex share
(*Common Stock™). The common stock of the Corpurativn shall be s1] of one ciass.

SECOND: Thal thereafier, pursuant to regolution of its Board of Directors, the regular meeting
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon notice In accordarice with
Section 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which meeting tho
necegsary number of shares as required by statite were voted in favor of the amendment.

THIRD: That szid 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 said corporation shall not be reduced under or by reason of said
amendment.

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

GENENTECH, INC.

By: ]\WMW

Nume: Stephen G. Iuelsgnnra
Title: Excculive Vice President. General Counsel
and Secretary

cdr”
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" TRADUCCION AL ESPANOL del Certificado de Enmlenda de Genentech, Inc. q‘%

S

APOSTILLA
(Convencién de La-Haya del 5 de Octubre de 1861)

1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento pdblico
2, ha sido filmado por Harrfet Smith Windsor
3. actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware
4, lleva el sello/timbre de la Oficina del Secretario de Estado

Certificado

5. en Dover, Delaware

8. el veinticuatro de mayo, A. D. 2005

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

9. Sellotimbre 10. Fima

Harriet Smith Windsor (Firma)
Secretaria de Estado
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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 DECIMOSEXTO DIA
DE ABRIL, A. D. 2004, A LAS 7:38 EN PUNTO DE LA TARDE.

Harriet Smith Windsor (Firma)
Harriet Smith Windeor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 3800387
FECHA: 06-24-05




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

Genentech, Inc. una corporacién organizada y existente bajo y por virtud de la Ley
General de Corporacién del Estado de Delaware.

CERTIFICA POR LA PRESENTE:

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

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de
esta corporacién se enmiende cambilando "la Saccién 4.01(a)" del Articulo alli
numerado "4" tal que, como se enmienda, dicha Seccién de dicho Articulo se lea
de la sigulente manera:

SECCION 4.01. Acciones de Capifal. (a) la Corporaclén estd
autorizada a emitir dos clases de acclones que deben designarse,
respectivamente, acciones preferenciales y acciones comunes. El
namero total de acciones que la Corporacidn esta autorizada a emitir
es de tres mil cien milones (3,100,000,000) de acciones. Cien
millones (100,000,000) ds acciones ssmin designadas acciones
preferenciales, por un valor de $0.02 por accién ("Acclén
Preferenclal®). Tres mil miilénes (3,000,000,000) de acclones serédn
designadas acciones comunes, por un valor de $0.02 por accién
("Acclén Comin®). La accidén comiin de la Corporacion seréd toda de
una misma clase.

SEGUNDO: Que por lo tanto, de acuerdo con |a resolucién de su Junta Directiva,
la reunidn ordinaria de accionistas de dicha corporacién se convocéd dgbidamente
y se sostuvo al ser anunciada de acuerdo con la seccién 222 de la
Corporacioén del Estado de Delaware, en donde el n(mero necesari
requerido por los estatutos votaron a favor de la enmisenda.,

éd)
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TERCERO: Que dicha enmienda se adopté debldamente de acuerdo con ko

previsto en la Seccion 242 de la Ley General de Corporacién de! Estado de
Delaware.

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

EN TEéTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentsch, Inc. ha causado este
Certificado de Enmienda para que sea firmado por Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionario Autorizado, este 18 de Abril de 2004,

GENENTECH, INC.

Por: (Firma)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Vicepresidente, Consejo
y Secretaria General.




Apostille

(Convention de La Haye du 5 Octaobre 1961)
Country: Upnited States of America
This public documant:
has baen signad by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

boars the seal/stamp of Office of Secrutary of State

W extified

at Dovar, Dolaware

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

by Secretary ol State, Dalaware Depariment of State
No. 0254032

Saal/Stamp: 10. Signature:

SEecretary of State
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Delaware .

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 TENTH DAY OF MAY, A.D. 2001, AT 2:05
O'CLOCK P.M.

Harriet Smith Windso
R OTHENTICATION: 3500386

2112549

050426506 DATE: 05-24-05



STATE OF DELANARE S S/ /7 BTRYE/OF S PELXWARES /1S V

SECRETARY OF STATE - . . : T /7 /RN RN/ Y/ BIKY R /7SS O
, DIVISION G CORPORATIONS ' ' Cov : :uzxmmr/mmj H
F{I:ﬁoggugglnj gﬂ}gﬁam i, Pldd 1t ey /774
v B! Sandy Miller
CERTIFICATE OF AMENDMENT )
OF AMENDED AND RESTATED d'\
CERTIRICATE OF INCORPORATION é
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Genentech, Im. a corporation organized and existing under and by virue of the Genaral
Corporation Law of the Stute of Delaware.

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: Thar at a meeting of the Board of Direciors of Genentech, Inc. resolurions were duly

adopted tetting farth & proposed amendment of the Amended 2ad Restmed Cemifieac of
Incorporation of said corporution, declaring suid amendment o bk advisahle and calling a
meeting of the stockholders of said corparation for consideration thereof. The resolution setting
fonh the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, that the Amended und Reststed Castificate of incorporation of mis corporation be
amended by changing ~Section 4.01(a)” of the Anticle thereof numbered ~4” 30 that, as amended,
siud Secvion uf suidt Article shall bs aud read as followa:

“'Section 4.0). Capiral Stock. (a) The Corporation is authorizad 10 issue
two clusses of siock to be designated, respectively, prefeoed stock and common
stock. The votal aumber of shares which the Carposation is authorized to issue is
one billion three hundred million (1,300,000,000) shares. One hundred million
(100,000,000) shares shall be designaied preferred stock, par value $0.02 per
share (“Preferred Stock™). One billion two hundred millien (1,200,000,000)
shares shall be designated common stock, par value $0.02 per share {“Common
Siock™). The Common Stock of the Carporation shall be all of one class.”

SECOND: Thar thereafter, pursuant to resolutiun of ity Board of Directars, the regular meeting
of the stockhalders of said corporation was duly called and held upon necice in accordance with
Section 222 of the General Corporution Law of the Stute of Delaware at which mecling the
necessary number of shares as requined by siatute were vored in favor of the ameandment.

THIRD: That said amendment was duly adopred in accordance with the provisions of Section
242 of the General Corporarion Law of the Stute of Deluware.

FOURTH: That the cupital of suid corporation shall not be reduced under or by mason of said
smendment

IN WITNESS WHEREOF, said Genantech, Inc. has caused this Certificuts of Amendment 1o be’
signed by Stephen G. Juelsgaard, an Authorized Officer, this 10th day of May, 2001.

’Nlme Stephen G. Juel}t
Title:  Senior Vive President, General Coun

and Secretary

GENENTECH, INC.

AgTe?




- TRADUCCION AL ESPAROL del Certificado de Enmlenda de Genentch, Inc.

W

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

1.  Pals: Estados Unidos de América
Este documento pubfico

2, ha sido firmado por Harriet Smith Windsor

3. actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware
lieva o] sellotimbre de la Oficina del Secretario de Estado

-

" “Cartificado
5. en Dover, Delaware
6. el veinticuatro de mayo, A. D. 2005
N 7. por el Secretario de Estado, Depariamento de Estado de Delaware
. 8. No. 0254032
8. Sello/timbre 10. Fima

Harriet Smith Windsor (Flrma)
Secretaria de Estado
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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 Corporacién del Estado de Delaware.

CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERO: Que en una reunidn de la Junta Directiva de Genentsch, Inc. se
adoptaron debidamente resoluciones que establecen una enmienda propuesta del
certificado de Incorporacién Coregido y vuelto a Redactar de dicha corporacién,
declarando dicha enmienda como aconsejable y llamando a una reunién de
acclonistas de dicha corporacldon para consideracidn de la misma. La resolucién
establece la enmienda propuesta de la siguiente manera:

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacién Corregldo y vuelto a Redactar de
esta corporacion se enmiende cambiando "la Seccién 4.01(a)" del Articuio alll
numerado “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 esté
autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designaree,
respectivamente, acclones preferenciales y acciones comunes. Et
niimero iolal de acciones que la Corporacién eata autorizada a emitir
es de mil trescientos millones (1,300,000,000) de acciones. Cien
millones (100,000,000) de acciones serén designadas acciones
preferenciales, por un valor de $0.02 por accion ("Accién
Preferenclal”). Mil doscientds millones (1,200,000,000) de acciones
serdn designadas acciones comunes, por un valor de $0.02 por
accion ("Acclén Comin®). La acciébn comdn de la Corporacién serd
toda de una misma clase.,

SEGUNDO: Que por lo tanto, de acuerdo con la resolucién de su Junta Directiva,
la reunién ordinaria de accionistas de dicha corporacién se convocd debidamente
y 8@ sostuvo al ser anunciada de acuerdo con la seccién 222 de 'a Ley General de
Corporacién del Estado de Delaware, en donde el nimero necesarlo de acciones
requerido por los estatutos votaron a favor de la anmienda.

5%
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TERCERO: Que dicha enmienda se adopté debidamente de acuerdo con lo
previsto en la Seccion 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 fimado por Stephen G. Juelsgaard, un
Funclonario Autorizado, este 10 de Mayo de 200.1.

GENENTECH, INC.
_ Por: (Fima)
‘ Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Tltulo: Vicepresidente, Consejo
y Secretaria General.
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SUPETUNTENDENCIA DE INDUSTIEA Y COMERCIC

- 07-012528- -00000-0000
Ecadm?-oz-m 10:15:03 Dap. 2020 NUECREACIONES

Tra. 11 PATENTEIYII Industria y Comercio
Eve: 378 FASENACIONALI
R4l PRESENTACION  Folios: 509 SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION [] MODELO DE UTILIDAD [ ]
¢ Indicacién de que se solicita la concesidn de una patente ['{
4 Datos de Identificacion del sollcitante o de la persona que presenta la solictud [#]
¢ Descripcién de la invencién [']/
¢ Dibujos de ser estos pertinentes ) o 8
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [4
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
¢ Indicaci6n de que se solicita el registro de Disefio Industrial []
4 Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta ia solicitud [ ]
¢ Representacion gréfica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del [ ]

material que incorpora el disefio
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ 1]
COMPLETA [ 1 INCOMPLETA [ }

ESQUEMA DE TRAZADO | ]

¢ Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado {1
¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacién gréfica del esquema trazado [}
4 Comprobante de pago de Ias tasas establecidas {1

[]

COMPLETA [ ] INCOMPLETA
‘a MNeng
Firma Responsable

Fecha Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7 y 10

- Conmutedor: 3 82 08 40

Fax: 350 6220
E-mall: Info@aic.qov.co
www.slc.gov.co

Bogoté, D.C., Colombia



510
REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogoté,
2020

Doctor (a)

CADENA BARMIENTO JUAN PABLO
Apoderado(a) y/o Representante de
GENENTECH, INC.

REFERENCIA Radicacifén No. 7 12528
Solicitud internaciomal PCT/UB2005/027626
Fecha inicio fase nacional 05/03/2007

Tréimite 11
Evento 378
Actuacidn 430

. oficio No. . .o 32 7‘,"

Como resultado del de forma, realizado comn fundamento en el articulo 38 de
la Decisién 486 de la Comisisn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
CooperaciSin en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamemnto y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la copia del documentc en gque consta la cesiSn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisifn 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decilsifn 486, e le
requiere para que dentro del té&rmino de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiemto, la solicitud se
considerari abandonada y perder& su prelacidm.

Notifiquese el presente oficlio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primeroc de la Circular Unica No.l1l0 de 2001.

Jefe de la div idn de Nuevas Creacliones

El anterIor re imjento fue notificado por fijaciémn liata de
fecha i 09 ﬁ m'l

adpall



